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Namen raziskave je bil prouciti vpliv dodatka rastlinskih ekstraktov v kompleksne matrikse
(meso/sekljanine, obiCajne in obogatene z n-3 veckrat nenasi¢enimi mascobnimi kislinami,
VNMK) na zmanjSanje tvorbe zdravju Skodljivih komponent, ki nastanejo med
skladis¢enjem svezega mesa v razliénih aerobnih pogojih (produkti oksidacije lipidov;
malondialdehid, TBK, in oksidi holesterola, OH) in med razliénimi postopki toplotne
obdelave ter stopnjami pecenosti mesa (heterocikli¢ni aromatski amini, HAA). Ucinek
dodanih rastlinskih ekstraktov se lahko zmanjSa, ¢e niso vezani na ustrezen nosilec. V
izbranih rastlinskih ekstraktih smo dolocili vsebnost skupnih fenolnih spojin z metodo Folin-
Ciocalteu, posamezne fenolne spojine z LC-MS, citotoksicnost in genotoksi¢nost le-teh pa
preverili s testi MTT, MTS in komet. Vsebnost HAA in OH smo doloc¢ili z LC-MS oz. LC-
MS/MS, TBK spektrofotometri¢no. Fenolni profili izbranih etanolnih rastlinskih ekstraktov
se razlikujejo, noben ne kaze citotoksicnosti o0z. genotoksi¢nosti na testnih celicah HepG2.
n-3—obogatitev povzroci povecanje Stevila TBK in vsebnosti OH ter praviloma zmanjsa (p >
0,05) tvorbo HAA po toplotni obdelavi v primerjavi z obi¢ajnim mesom. Z vidika zaviranja
oksidacijskih procesov smo ugotovili, da je kot nosilec ekstrakta najbolj primeren Skrob,
pakiranje v atmosfero z majhnimi koncentracijami O,, ter med postopki toplotne obdelave
pecenje na zaru. Dodatek ekstrakta brinovih jagod znacilno zmanjsa $tevilo TBK in OH,
odvisno od uporabljenega nosilca ekstrakta (Skrob < sol < olje). Tudi tvorbo HAA v mesu po
toplotni obdelavi zmanjSa dodatek vecine rastlinskih ekstraktov, pri tem je zelo pomemben
vpliv matriksa (integralni kos mesa vs. razdeto meso), nacina toplotne obdelave (Zar, pecica
in pecica IR) ter nosilca ekstrakta. Znacilno najve¢ HAA in nasprotno najmanj
malondialdehida (manjSe stevilo TBK) se tvori pri peCenju na zaru, pri pecenju v pecici in
pecici IR pa priblizno enako. Skladis¢enje piScancjega mesa in sekljancev v izrazito
aerobnih pogojih (O,, med 20 % in 80 %) poveca Stevilo TBK in vsebnost skupnih OH ter
bistveno zmanjsa vsebnost HAA po toplotni obdelavi v primerjavi s skladisCenjem pri
majhni koncentraciji O, (< 0,1 %). Hkrati se v takih pogojih poslabsajo senzori¢ni parametri,
ki kazejo na oksidacijske procese (pojav zarke in postane arome).
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The aim of this study was to examine the effect of the plant extracts addition in complex
matrices (meat/patties, conventional or enriched with n-3 polyunsaturated fatty acids) to
reduce the formation of harmful components that occur during storage of fresh meat in
various aerobic conditions (products oxidation of lipids: thiobarbituric acid-reactive
substances, TBARs, and cholesterol oxides, COPs) and different types of thermal
treatment/doneness of meat (heterocyclic aromatic amines, HAA). The effect of plant extract
addition may be reduced if they are not bounded to an appropriate carrier. The content of
total phenolic compounds by the method of Folin-Ciocalteu method and individual phenolic
compounds by LC-MS/MS of the selected plant extracts were determined, cytotoxicity and
genotoxicity of them were checked by MTT, MTS and Comet test. The contents of
individual and total HAA and OH were determined by LC-MS/MS and TBAR
spectrophotometrically, respectively. Selected plant extracts discriminate according to their
phenolic profile and that none of the ethanolic plant extracts does not show cytotoxicity or
genotoxicity in tumor cells HepG2. n-3—enrichment has resulted in increased formation of
TBARs and COPs, and decreased formation of HAA (P > 0.05) after heat treatment
compared to conventionally produced meat. With regard to inhibition of oxidation processes,
we found that the most suitable carrier for the extracts is starch, packing in an atmosphere
with low concentrations of O, and grilling as thermal treatment. The addition of juniper
berries extract significantly reduces TBARs and COPs contents, depending on the carrier of
the extract (starch < salt < oil). Also the addition of the majority of plant extracts in the meat
significant reduces on the HAA formation after the heat treatment, depending on matrix (an
integral piece of meat vs. minced meat), type of heat treatment (grill, oven, and infrared
oven), and carrier of the extract. Generally, the highest content of HAA and vice versa the
lowest TBARSs are formed during grilling, amounts formed during baking in the oven and IR
oven are approximately the same. Storage chicken meat and patties in oxygen rich
conditions (O,, between 20% and 80%) increase the TBARs and content of total OH as well
as significantly reduces content of HAA after heat treatment compared with storage at low
O, concentration (< 0.1%). At the same time, in such conditions sensory parameters are
deteriorated, that indicate on the oxidation processes in progress (occurrence of rancidity
and warm-off flavours).
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1 UVOD

V zivilski industriji gre trend v smeri razvoja t.i. funkcionalnih zivil, ki naj bi imela
pozitivne ucinke na zdravje ljudi, in pri tem mesna industrija ni izjema. Na trgu je precej
raz$irjeno meso s povecano vsebnostjo n-3 veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin (VNMK),
kar lahko dosezemo preko krme Zivali. Znano je namre¢, da uzivanje zivil z ve¢jim delezem
n-3 VNMK zmanjSuje tveganje za razvoj sréno-zilnih bolezni ter celo zavira rast tumorjev
(Azcona in sod., 2008).

Zavedati se je treba, da ima poveCan delez n-3 VNMK v mesu lahko tudi negativne
posledice, saj zaradi slabse oksidativne stabilnosti vodi v obsezno oksidacijo lipidov in
nastanek drugih produktov oksidacije, kot so npr. oksidi holesterola, ki v ¢loveSkem
organizmu dokazano delujejo citotoksi¢no, mutageno, karcinogeno in aterogeno (Souza in
Silva, 2006; Hur in sod., 2007). Hkrati pa oksidacijski procesi vodijo tudi v poslabSanje
senzori¢ne kakovosti.

Nekatere raziskave so celo pokazale povezavo med oksidacijo lipidov in tvorbo mutagenih
in karcinogenih heterocikli¢nih aromatskih aminov (HAA). Lipidi in njihovi produkti
oksidacije se namrec¢ na razli¢ne nacine lahko vkljucujejo v Maillardovo reakcijo (Farmer in
Mottram, 1990) in na tak nacin z interakcijami vplivajo na tvorbo HAA v mesu (Faulkner,
1994; Johansson, 1995). Pri tem gre bodisi za interakcijo lipidov ali produktov lipidne
oksidacije/razgradnje z Maillardovo reakcijo ali reakcijo z nekaterimi produkti Maillardove
reakcije, pri Cemer se tvorijo piridin oz. pirazin vsebujoci intermediati (Johansson, 1995).
Znano je, da lipidi vplivajo na povecano tvorbo pirazinov in piridinov (Gray in sod., 1996).

HAA so komponente, ki se tvorijo med suhimi postopki (pecenje, prazenje in cvrenje)
toplotne obdelave visokobeljakovinskih Zivil. (Felton in sod., 1997; Persson in sod., 2003;
Messner in Murkovic, 2004). HAA v mesu nastajajo v procesu kompleksnih reakeij, ki med
toplotno obdelavo pri visoki temperaturi poteCejo med prostimi aminokislinami (AK),
kreatinom/kreatininom in ogljikovimi hidrati, t.j. sestavinami, ki so naravno prisotne v mesu
(Z6chling in Murkovic, 2002).

HAA so dokazano spojine z visokim mutagenim in karcinogenim potencialom, zato lahko
poskodujejo DNK in povzrocijo nastanek raka na razlicnih organih (Persson in sod., 2003;
Oz in sod., 2010; Quelhas in sod., 2010).

Z namenom omejitve oksidativnih procesov in zmanjSanja tvorbe HAA potekajo Stevilne
raziskave o moznosti uporabe razlicnih naravnih rastlinskih ekstraktov. Ti so bogat vir
fenolnih spojin, za katere predpostavljajo, da zaustavljajo avtooksidacijo mascob v zivilu,
tako da se fenolna spojina (AH) vkljuc¢i v fazo iniciacije ali propagacije, pri ¢emer AH
reagira s peroksilnim radikalom (LOO), ki nastane z oksidacijo mas¢obe, in je kljucen za
tvorbo oksidov holesterola (Aytul, 2010). Glede na to, da v procesu tvorbe HAA kot vmesni
produkti nastajajo prosti piridinski oz. pirazinski radikali, lahko hipoteti¢no sklepamo, da
dodatek snovi z visokim antioksidativnim potencialom ugodno vpliva na zmanjSano tvorbo
HAA v mesu, s tem ko vezejo nastale proste radikale (Kikugawa, 1999; Vitaglione in
Fogliano, 2004). V vecini primerov je predhodno mariniranje mesa, npr. v marinadi
zelenega cCaja (Quelhas in sod., 2010); oz. dodatek ekstrakta grozdnih pesk, jabolk,



Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

rozmarina, timijana (Cheng in sod., 2007; Gibis in Weiss, 2012) zmanjsalo koli¢ino nastalih
HAA v primerjavi s kontrolo, kar je bil tudi osnovni namen te naloge.

1.1 CILJI RAZISKOVANIJA IN DELOVNE HIPOTEZE

Namen raziskovalnega dela je bilo vrednotenje vpliva dodatka biolosko aktivnih u¢inkovin
naravnih rastlinskih ekstraktov v kompleksne matrikse, kot je meso oz. sekljanine, na
zmanjSanje tvorbe zdravju Skodljivih komponent, ki nastanejo med skladiS¢enjem svezega
mesa (produkti oksidacije lipidov) in med razlicnimi postopki toplotne obdelave mesa
(HAA). Nekatere aktivne ucinkovine naravnih rastlinskih ekstraktov so znane po
antimikrobnih in antioksidativnih lastnostih ter potencialnem antikarcinogenem delovanju.
Pri tem smo se osredotocili tudi na vpliv obogatitve pis¢ancjega mesa z n-3 VNMK.

Nase raziskovalno delo je temeljilo na naslednjih hipotezah:

— Hipoteza (1): pri¢akujemo razli¢no sestavo biolosko aktivnih ucinkovin naravnih
rastlinskih ekstraktov.

— Hipoteza (2): izbrani naravni rastlinski ekstrakti ne bodo povzrocali citotoksi¢nih in
genotoksi¢nih sprememb na celicah modela humanega hepatoma HepG2.

— Hipoteza (3): pricakujemo, da bo n-3-obogatitev piS€ancjega mesa povzrocila
povecano tvorbo produktov oksidacije in HAA v primerjavi z obi¢ajnim mesom.

— Hipoteza (4): pricakujemo, da bodo razli¢ni nosilci in na njih vezani rastlinski
ekstrakti v razliCnem obsegu zmanjSevali tvorbo produktov oksidacije in HAA,
odvisno od uporabljenega matriksa (meso ali sekljanci).

— Hipoteza (5): pri¢akujemo, da je tvorba produktov oksidacije in HAA pogojena z
uporabljenim nac¢inom toplotne obdelave in stopnjo pe¢enosti mesa.

— Hipoteza (6): pricakujemo, da bo skladiScenje v aerobnih pogojih zelo poslabsalo
dolocene parametre kakovosti piscancjih sekljancev, kot so barva, aroma, vsebnost
malondialdehida, oksidov holesterola (OH) in HAA.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 OKSIDATIVNI PROCESI V ZIVILIH

2.1.1 Oksidacija lipidov

Oksidacija lipidov je eden glavnih dejavnikov, ki zmanjSuje kvaliteto in senzoricno
sprejemljivost mesa in mesnih izdelkov med procesi predelave, skladis¢enjem in
distribucijo. Oksidacija lipidov namre¢ vodi v pojav diskoloracij, priokusov, neprijetnega
vonja in arome ter poslabsanja teksture (Gray in sod., 1996; Morissey in sod., 1998;
Chaijan, 2008).

Oksidacija lipidov povzroc¢i tudi poslabsanje prehranske vrednosti zivila, saj se pri tem
izgubljajo v lipidih topni vitamini ter esencialne mascobne kisline. Ob tem se tvorijo tudi za
Cloveka potencialno toksi¢ni, mutageni in celo kancerogeni produkti (hidroperoksidi,
aldehidi, oksidi holesterola, frans mascobne kisline) (Jiemenez-Colmenero in sod., 2001;
Selani in sod., 2011). Aldehidi, ki nastanejo med oksidacijo lipidov, so sposobni vezave na
proteine, s katerimi tvorijo adukte in tako poslabsajo stabilnost in funkcionalnost proteinov
(Min in Ahn, 2005).

Oksidacija lipidov in vivo v zivalih in nato v mesu se najpogosteje zacne na VNMK
fosfolipidov celicnih membran (Jayathilakan in sod., 2005). Tu se nahajajo tudi druge
nenasi¢ene, v mascobah topne, molekule (npr. holesterol), ki so prav tako nagnjene k
oksidaciji.

Poznana sta dva osnovna mehanizma (nacina) oksidacije lipidov, in sicer encimska ter
neencimska oksidacija oz. t.i. avtooksidacija.

Encimska oksidacija lipidov poteka v prisotnosti encima miSi¢ne celice, lipooksigenaze, ki
katalizira oksidacijo prostih mascobnih kislin do hidroperoksidov. Ta reakcija potece le v
prisotnosti prostih mascobnih kislin, ki nastanejo s prehodno lipolizo (Jayathilakan in sod.,
2005). Encimska oksidacija je v glavnem odgovorna za oksidacijo mas¢ob v zamrznjenem
mesu in toplotno obdelanih proizvodih, saj ta encim prenese nizke temperature, aktiven pa
ostane tudi po toplotni obdelavi.

Za meso in mesne izdelke je bolj znacilna avtooksidacija. To je spontana neencimska
oksidacija lipidov, ki pod vplivom t.i. iniciatorjev oksidacije vstopijo v serijo veriznih
reakcij prostih radikalov. Pomembno vlogo pri poteku te kompleksne verizne reakcije ima
kisik oz. njegove visoko reaktivne oblike, t.i. reaktivne kisikove zvrsti (ROS), kot so
hidroksilni radikal, superoksidni anion, vodikov peroksid, hidroperoksilni radikal, singletni
kisik..., ki zaradi svoje visoke reaktivnosti pogosto sprozajo oksidacijo lipidov (Min in Ahn,
2005). Kot iniciatorji te reakcije pogosto delujejo tudi kovinski ioni, toplota, svetloba,
sevanje, kemikalije (Aytul, 2010).

Reakcija avtooksidacije poteCe v treh fazah (Min in Ahn, 2005; Erickson, 2008):

iniciacija (zacetek):
LH + iniciator — L’ + iniciatorH (reducirana oblika iniciatorja) .. (D)
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propagacija (razvoj): L'+ O, — LOO’ .2
LOO+LH — LOOH + L’ .. (3)
terminacija (konec): L'+L"— LL ..
L'+L00 — LOOL .. (5)
LOO+LOO"— LOOL + 0O, ... (6)

Proces avtooksidacije sprozi iniciator, ki deluje na nenasi¢ene mascobne kisline in v fazi
iniciacije povzro¢i odcepitev Sibko vezanega vodikovega atoma iz metilne skupine lipidne
molekule (LH). Rezultat tega je nastanek visoko reaktivnega lipidnega radikala (L"). V
prvem koraku faze propagacije nestabilen lipidni radikal hitro reagira s kisikom in pri tem
nastane peroksilni radikal (LOO"), ki nato nadaljuje fazo propagacije. Peroksilni radikal ima
sposobnost odcepljanja vodikovih atomov iz sosednjih mascobnih kislin in s tem sprozi
verizno reakcijo. Pri tem nastajajo novi lipidni prosti radikali in lipidni hidroperoksid.
Taksna vrsta interakcije lahko potece desetkrat pa vse do stokrat, preden dva prosta radikala
v fazi terminacije zakljucita proces in tvorita nevtralne produkte (LOOL) (Erickson, 2008).

Lipidni hidroperoksidi so glavni primarni produkti oksidacije lipidov. So nehlapni, brez
vonja in okusa in kot taki ne vplivajo na poslabSanje kakovosti zivil. Hidroperoksidi so
relativno neobstojne spojine, ki se v fazi sekundarne oksidacije hitro razgradijo do Stevilnih
stabilnih sekundarnih produktov. To so hlapne in nehlapne komponente, kot so karbonili
(aldehidi, ketoni), alkoholi, hidrokarboni (alkani, alkeni) in furani, ki povzrocajo
poslabSanje arome in nadaljnje reakcije, ki vodijo do poslabSanja kakovosti (Zelenik-
Blatnik, 1992; Zlender, 2000; Erickson, 2008).

Proces oksidacije lipidov pospesi velika koncentracija kisika. Nasprotno pa velja, da lipidni
radikal deluje tudi v pogojih z majhno koncentracijo kisika, ko lahko reagira s katerokoli
komponento membrane, kot so npr. protein ali holesterol, kar lahko sprozi oksidacijo
holesterola (Min in Ahn, 2005).

2.1.2 Oksidacija lipidov in senzori¢ne lastnosti mesa

Oksidacija lipidov je eden od primarnih mehanizmov poslabSanja kakovosti mesa in Se
posebej mesnih izdelkov. Spremembe kakovosti se manifestirajo v nezaZelenih spremembah
arome, barve, teksture, prehranske vrednosti, in v potencialno nevarnem pojavu toksi¢nih
substanc.

Razvoj oksidiranih tujih arom — Zzarkosti je Ze dolgo poznan kot resen problem med
shranjevanjem in distribucijo mesa in mesnin. Zarkost v mesu se pri¢ne razvijati takoj po
smrti zivali in se nadaljuje ter intenzivira do stopnje, ko meso ali izdelek postaneta
nesprejemljiva za uzivanje.

Proces oksidacije lipidov in z njim povezane oksidativne spremembe se zacnejo takoj po
zakolu in se nadaljujejo v posmrtni fazi, ko potekajo biokemijski procesi pretvorbe misSice v
meso. Takrat pride do poruSenja ravnotezja med prooksidanti (zelezo, baker) in
antioksidativnim za$¢itnim mehanizmom v prid prooksidantov, ki sprozijo oksidacijo
VNMK v fosfolipidnem dvosloju. Na oksidativne procese v posmrtni fazi vpliva tudi hiter
padec vrednosti pH, temperatura trupov in elektrostimulacija, ki povzro¢ijo sproScanje
kovinskih ionov, ki delujejo kot prooksidanti (Morissey in sod., 1998).
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Vsi nadaljnji procesi obdelave, kot so mletje, razdevanje, sekljanje, zmrzovanje, tajanje in
toplotna obdelava povzrocijo poskodbe oz. poruSenje celovitosti miSi¢nih membran, kar
privede do bistvene spremembe celicne ureditve. To olajSa interakcije prooksidantov z
VNMK membranskih fosfolipidov, kar se odraza v pospeSenem generiranju prostih
radikalov in s tem pospeseni oksidaciji lipidov (Morrisey in sod., 1998).

Znano je, da je sveze meso v kosu veliko manj dovzetno za oksidacijo kot razdeto meso. Pri
razdevanju, Se posebej pa pri mletju, pride do porusenja celicnih struktur ter povecanja
povrsine, ki reagira s kisikom (Honikel, 2009; Faustman in sod., 2010).

Potek in obseg oksidacije lipidov je v veliki meri odvisen tudi od vrste zivali (mesa) in tipa
miSice, pri cemer sta klju¢na dejavnika predvsem delez VNMK in hemovega pigmenta, ki je
vir zelezovih ionov. Min in sodelavci (2008) so v svoji raziskavi zajeli tri razlicne vrste
mesa (govedina, svinjina in piS¢ancje meso) in spremljali potek oksidacije lipidov med
skladis¢enjem. Med skladiS¢enjem surovega mesa se je Stevilo tiobarbiturne kisline (TBK),
ki je glavni pokazatelj oksidacije lipidov, najbolj povecala pri govedini, bistveno manj pa pri
svinjini in pis¢an¢jem mesu. Nasprotno pa se je pokazalo pri toplotno obdelanem mesu, saj
je bilo v tem primeru piScancje meso bistveno najbolj dovzetno za lipidno oksidacijo. S tem
so pokazali, da je za potek oksidacije lipidov razlicnih vrst surovega mesa med
skladis¢enjem odgovoren hemov pigment, medtem ko je pri toplotno obdelanem mesu
kljucen predvsem delez VNMK.

Predpostavlja se, da se glavnina VNMK nahaja v obliki trigliceridov. Ti se nalagajo v
mascobnem tkivu, kjer je koli¢ina in dostopnost prooksidantov, kot je npr. mioglobin, zelo
nizka. Posledi¢no je stopnja oksidacije v surovem mesu glede na vsebnost VNMK zelo
nizka. Znacilno je, da je delez VNMK v obliki trigliceridov v pis€an¢jem stegnu bistveno
vecji kot v svinjski in goveji peCenki, kar je klju¢no pri oksidaciji lipidov v toplotno
obdelanem mesu. Med toplotno obdelavo namrec¢ pride do porusitve strukture celicne
membrane, s ¢imer se za prooksidante poveca dostopnost VNMK v trigliceridih in
posledicno je proces oksidacije lipidov najbolj izrazit prav pri piscancjih stegnih, kjer
Stevilo (TBK) najhitreje naraste (Min in sod., 2008).

To potrjuje tudi raziskava, ki jo je opravil Rhee s sodelavci (1996), kjer je bilo Stevilo TBK
v kuhanem pis€¢anc¢jem stegnu kar dvakrat vecje kot v govedini, svinjini in pis¢ancjih prsih
(Min in sod., 2008).

Pomembno vlogo pri poteku oksidacije lipidov v posameznih vrstah mesa ima tudi delez
zeleza, ki deluje kot mocan prooksidant. Med vsemi vrstami mesa vsebuje govedina
pricakovano najve¢ skupnega in hemovega Zeleza. Glavni vir hemovega zZeleza v govedini
predstavlja mioglobin. Mioglobin je pomembna spojina v procesu oksidacije lipidov v
mesu, saj se v prisotnosti vodikovega peroksida (H,O;) ali LOOH lahko pretvori do
ferilmioglobina. Ta je glavni vir hematina in prostih Zelezovih ionov, ki sprozijo iniciacijo in
katalizirajo propragacijo oksidacije lipidov (Min in Ahn, 2005). Glede na vi§jo vsebnost
mioglobina v govedini v primerjavi z drugimi vrstami mesa, se med skladi§¢enjem tvori vec¢
ferilmioglobina in/ali hematina, ki sta primarno odgovorna za visje Stevilo TBK v surovi
govedini. Prav tako je mioglobin odgovoren za vecjo stopnjo oksidacije lipidov v toplotno
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obdelani govedini, saj je pri tem mioglobin glavni vir nechemovega zeleza, katerega delez
med skladi$¢enjem najbolj naraste med vsemi vrstami mesa (Min in sod., 2008).

Tudi Kim in sodelavci (2002) porocajo, da govedina kaze vecjo dovzetnost za lipidno
oksidacijo kot svinjina in puranja prsna misica.

Stevilni avtorji navajajo, da sta mehanizma oksidacije lipidov in oksidacije mioglobina v
mesu med seboj tesno povezana in pogojujeta eden drugega. Znacilno je, da oksidacija
lipidov zviSuje raven tvorbe metmioglobina in obratno metmioglobin deluje kot katalizator
oksidacije lipidov. Z naraS¢ajoCo stopnjo oksidacije lipidov se poslabSuje aroma in tudi
barva mesa.

Superoksidni radikal (O;") in H,O,, ki nastajata kot produkta oksidacije oksimioglobina,
lahko naprej reagirata z zelezom. Pri tem nastane hidroksilni radikal (OH), ki ima
sposobnost penetracije v hidrofobno lipidno podro¢je in tako lahko sprozi oksidacijo
lipidov. Oksimioglobin je za lipide mocnejsi prooksidant kot metmioglobin. Metmioglobin
lahko katalizira oksidacijo lipidov le v prisotnosti H,O,. Pri reakciji metmioglobina z H,O,
nastaneta dve hipervalentni obliki mioglobina, perferilmioglobin in ferilmioglobin, ki sta
odgovorni za oksidacijo lipidov (Chaijan, 2008).

Na eni stani so razlicne oblike mioglobina odgovorne za oksidacijo lipidov, velja pa tudi
obratno. Znano je, da produkti oksidacije lipidov, predvsem razlicni aldehidi, inducirajo
oksidacijo mioglobina in pri tem nastane metmioglobin. Aldehidi kot sekundarni produkti
oksidacije lipidov spremenijo stabilnost mioglobina v smislu, da pospesijo oksidacijo
oksimioglobina in zmanj$ajo reduktivho sposobnost metmioglobina, kar poveca
prooksidativno sposobnost metmioglobina in posledi¢no poslabsanje barve mesa (Lynch in
Faustman, 2000).

Znacilna nezazelena sprememba povezana z oksidacijo lipidov, ki se pojavi predvsem pri
toplotno obdelanem mesu, je tudi t.i. aroma po postanem, pogretem (WOF, iz angl. Warmed
over flavour). WOF je oblika oksidativne Zarkosti v toplotno obdelanem mesu, ki se razvije
v ze nekaj urah ali dneh v nasprotju z obicajno Zarkostjo, ki se razvije med ve¢mesecnim
skladis¢enjem ali zamrzovanjem surovega mesa ali maScobe. Toplotna obdelava povzroci
porusenje celicnih struktur, inaktivacijo antioksidativnih encimov ter sprostitev kisika in
Zleza iz mioglobina, kar mocno pospesi oksidacijo lipidov in tvorbo hlapnih komponent, ki
dajo neprijetno aromo (Min in Ahn, 2005). Chen in sod. (1984) ter Bastida in sod. (2009) so
pokazali, da na potek oksidacije lipidov v toplotno obdelanem mesu pomembno vplivata
tudi kon¢na temperatura in Cas toplotne obdelave, kar je povezano predvsem s spros¢anjem
Zeleza iz mioglobina. Pri pocasnejSem segrevanju in s tem daljSim ¢asom toplotne obdelave
se iz mioglobina sprosti ve¢ zeleza kot pri hitrejSem segrevanju. Pomembna pa je tudi
temperatura toplotne obdelave, saj se pri visji temperaturi proces oksidacije upocasni, saj se
pri tem zniza aktivacijska energija za oksidacijo in tako je ovirana pretvorba hidroperoksida
v proste radikale, ki stimulirajo oksidacijske procese. Poleg tega pri vi§ji temperaturi
nastajajo tudi produkti Maillardove reakcije, ki imajo antioksidativen ucinek in zavirajo
proces oksidacije (Bastida in sod., 2009).

Zarkost in WOF se kot sprememba arome v praksi mnogokrat enaita, vendar to nista enaka
pojma. WOF senzori¢no zaznamo kot tujo, neprijetno aromo po lepenki ali oljnati barvi, ki
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prikrije zaZeleno svezo aromo toplotno obdelanega mesa. Med skladiS¢enjem toplotno
obdelanega mesa opisano WOF aromo sCasoma prekrijejo druge dominantne arome s
standardno oksidirano — Zarko noto. Pojav zarke arome je posledica tvorbe sekundarnih
produktov oksidacije lipidov (karbonili, furani, aldehidi), ki so hlapni in jih zaznamo ze pri
majhni koncentraciji (Gray in sod., 1996).

Oksidacija lipidov ne pomeni samo poslabSanja senzori¢nih lastnosti zivila, ampak je
neposredno ali posredno povezana Se z nekaterimi procesi v zivilih, pri katerih se tvorijo
nezazeleni, zdravju Skodljivi produkti. Hidroperoksidi in ostali prosti radikali, ki se
generirajo med oksidacijo lipidov VMNK naj bi bili odgovorni za iniciacijo oksidacije
holesterola in s tem tvorbo oksidov holesterola (OH), ki naj bi delovali citotoksi¢no,
mutageno in celo karciongeno (Souza in Silva, 2006; Hur in sod., 2007).

Nekatere raziskave so pokazale tudi povezavo med oksidacijo lipidov in tudi tvorbo
mutagenih in karcinogenih HAA. Lipidi in njihovi produkti oksidacije se na razli¢ne nacine
lahko vkljucujejo v Maillardovo reakcijo (Farmer in Mottram, 1990) in na tak nacin z
interakcijami vplivajo na tvorbo HAA v mesnih proizvodih (Faulkner, 1994; Johansson,
1995). Mehanizem delovanja produktov oksidacije lipidov na tvorbo HAA ni Se popolnoma
pojasnjen, saj gre bodisi za interakcijo lipidov ali produktov lipidne oksidacije/razgradnje z
Maillardovo reakcijo ali reakcijo z nekaterimi produkti Maillardove reakcije, pri Cemer se
tvorijo piridin oz. pirazin vsebujoci intermediati (Johansson, 1995). Znano je, da lipidi
vplivajo na povecano tvorbo pirazinov, piridionv in aldehidov (Gray in sod., 1996).

Zamora in sodelavci (2013) so s pomo¢jo modelnega poskusa potrdili, da imajo produkti
oksidacije lipidov pomembno vlogo pri povecani tvorbi HAA. Pokazali so, da dodatek
produkta oksidacije lipida v modelni sistem poveca vsebnost nastalega PhIP za priblizno
400 % v primerjavi s kontrolo. Produkti oksidacije lipidov naj bi imeli klju¢no vlogo pri
Streckerjevi razgradnji fenilalanina do fenilacetaldehida in s tem tvorbi PhIP. Pokazalo se je,
da se lahko produkti oksidacije lipidov obnasajo podobno kot vec¢ina ogljikovih hidratov, saj
so sposobni tako razgradnje aminokislin kot tudi pretvorbe nekaterih njihovih razgradnih
produktov v druge. Posledi¢no to pomeni, da lahko produkti oksidacije lipidov povzrocijo
tvorbo PhIP v enakem obsegu kot vecina ogljikovih hidratov.

2.2 OKSIDI HOLESTEROLA (OH)

Holesterol so prvi¢ odkrili leta 1769 v Zol¢nih kamnih. Holesterol se nahaja v vseh celicah
zivali in ljudi.

Holesterol ima pomembno vlogo pri delovanju celi¢nih membran, saj s tem, ko se vgrajuje
med verige mascobnih kislin, preprecuje njihovo kristalizacijo in tako vpliva na fluidnost ter
prepustnost membrane. Poleg tega vpliva tudi na aktivnost membransko vezanih encimov
ter razgradnjo in absorpcijo mascob. V telesu je holesterol tudi prekurzor za izdelavo
steroidnih in spolnih hormonov ter vitamina D. Poleg tega je tudi pomemben gradnik
mielinske ovojnice, ki obdaja ZivEéna vlakna in je esencialen za rast in razvoj mladih
sesalcev. Organizem lahko pridobi holesterol na dva nacina, in sicer z endogeno biosintezo
(endogeni holesterol) in z vnosom zivil zivalskega izvora (eksogeni holesterol) (Arnold in
Kwiterovich, 2003; Valenzuela in sod., 2003; Hur in sod., 2006).
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Holesterol je tudi pri visokih temperaturah relativno stabilna molekula. Molekula
holesterola vsebuje tudi eno dvojno vez med 5. in 6. C-atomom na sterolnem obrocu in je
zaradi tega pod dolo¢enimi pogoji podvrzena oksidaciji (Valenzuela in sod., 2003; Hur in
sod., 2006).

Oksidi holesterola (OH) so torej produkti oksidacije holesterola in so mu po strukturi
podobni. Razlikujejo se le v tem, da vsebujejo Se dodatno funkcionalno skupino, kot je
hidroksilna, ketonska ali epoksi skupina, ki je vezana na sterolno jedro ali/in stransko verigo
molekule (Valenzuela in sod., 2003; Hur in sod., 2006).

OH so zdravju Skodljivi, saj so toksi¢ni Ze pri zelo majhnih koncentracijah in jih v telo
vnesemo s hrano ali pa nastajajo in vivo s peroksidacijo holesterola (Bosseli in sod., 2001).
Z in vitro poskusi so dokazali citotoksi¢no, mutageno in celo karcinogeno delovanje OH.
Tako in vitro kot tudi in vivo poskusi so pokazali aterogeno delovanje OH (Valenzuela in
sod., 2003), povezujejo pa jih tudi z etiologijo rakavih obolenj (Nam in sod., 2001).

2.2.1 Mehanizem nastanka oksidov holesterola

Teoreticno se OH tvorijo iz holesterola med postopki obdelave in/ali skladiS¢enja, Se
posebej med toplotno obdelavo, ter prisotnost svetlobe in kisika, ki ta proces Se dodatno
pospesijo. Mehanizem nastanka OH med segrevanjem je dobro raziskan in prakticno enak
mehanizmu oksidacije lipidov, ki vkljucuje reakcijo s prostimi radikali, tvorbo
hidroperoksidov in razgradnjo (Lee in sod., 2008).

Oksidacija holesterola poteka na podoben nacin kot oksidacija lipidov, in sicer z
avtooksidacijo, fotooksidacijo ali encimsko oksidacijo. Mehanizma oksidacije lipidov in
holesterola sta tudi medsebojno povezana, saj je znano, da imajo hidroperoksidi, ki nastajajo
kot produkti oksidacije nenasiCenih mascobnih kislin kljuéno vlogo pri oksidaciji
holesterola. Prav tako holesterol vpliva na oksidacijo trigliceridov (Tai in sod., 1999;
Lercker in Rodriguez-Estrada, 2002; Valenzuela in sod., 2003).

Najpogostejsi mehanizem oksidacije holesterola je avtooksidacija, avtokataliticna reakcija
holesterola z molekulo kisika. Avtooksidacija holesterola se obic¢ajno zacne na C-7 atomu z
odcepitvijo vodika, ki mu sledi spajanje z molekulo kisika (Slika 1) (Lercker in Rodriguez-
Estrada, 2002). Odcepitev vodika iz molekule holesterola povzroc¢ijo peroksilni ali oksidni
radikali, ki nastanejo kot produkti oksidacije bliznjih VNMK (Hur in sod, 2006).

Pri tem se tvorita primarna OH, izomeri 7-hidroperoksiholesterola (7-HPC), ki se naprej
pretvorita v 7a-hidroksiholesterol (7a-HC) in 7B-hidroksiholesterol (73-HC), ki ju pogosto
najdemo tudi v hrani (Lercker in Rodriguez-Estrada, 2002).

Obe izomeri 7-HPC se z nadaljnjo dehidracijo med segrevanjem pretvorita v 7-
ketoholesterol (7-KC). Poleg tega se 7-KC lahko tvori tudi z dehidracijo izomer 7-HC v
prisotnosti radikalov. 7-KC se §teje kot glavni oksid holesterola identificiranega v Zivilskih
matriksih (Tai in sod., 1999).

V primeru interakcije molekule holesterola s hidroksilnim radikalom (ROO’) se tvorijo
izomere epoksiholesterola, 5,6 a-epoksiholesterol (5,6 a-EC) in 5,6 B-epoksiholesterol (5,6
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B-EC) (Lercker in Rodriguez-Estrada, 2002). Epoksidi holesterola so v bistvu sekundarni
produkti oksidacije holesterola, ki se formirajo z »napadom« 7-HPC ali kisikovih prostih
radikalov na 5,6-dvojno vez v molekuli holesterola (Hur in sod., 2006). Epoksidi se tvorijo,
ko je holesterol v kristalini¢ni obliki. V kislem mediju se oba epoksiholesterola z nadaljnjo
hidrolizacijo pretvorita v triol, ki je toksicen (Tai in sod., 1999; Lercker in Rodriguez-
Estrada, 2002).
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Slika 1: Zacetne stopnje avtooksidacije holesterola (Lercker in Rodriguez-Estrada, 2002)
Figure 1: Steps of cholesterol autooxidation (Lercker and Rodriguez-Estrada, 2002)

Dejavnik, ki sprozi oksidacijo holesterola je tudi svetloba in v tem primeru govorimo o t.i.
fotooksidaciji. V prisotnosti svetlobe se tripletni kisik pretvori v singletnega. Holesterol
reagira s singletnim kisikom in nastane 5 a-hidroperoksiholesterol (5a-HPC). Del le-tega se
pretvori v 5 a-hidroksiholesterol (5 a-HC), drugi del Sa-HPC pa se nadalje pretvori v bolj
stabilen 7a- in 7B-HPC. Isto¢asno, ko se tvori 5a-HC, se 7a- oz. 73-HPC pretvori v izomere
7-hidroksiholesterola (7a-, 7B- hidroksiholesterol), ki se nadalje lahko pretvorita v 7-KC
(Tai in sod., 1999; Lercker in Rodriguez-Estrada, 2002).

Nekateri OH in vivo in v zivilih nastanejo tudi kot produkti encimske oksidacije. Raziskave
so pokazale, da je pretvorba 5 a-HPC v 7 a-HPC, epimerizacija 70-HPC v 7B-HPC in
tvorba 7-HC epimerov iz pripadajo¢ih hidroperoksidov poteka skozi serijo encimskih
reakcij. Monooksigenaze, dioksigenaze, dehidrogenaze in oksidaze so glavni encimi, ki
sodelujejo pri encimski oksidaciji holesterola. Glavni OH, ki nastanejo kot produkti
encimske oksidacije holesterola, so 7 a-HC, 25-hidroksiholesterol (25-HC), 20 a-
hidroksiholesterol (20 a-HC), (25 R)-26-hidroksiholesterol in 22 R-hidroksiholesterol
(Lercker in Rodriguez-Estrada, 2002).
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Vse te encimske in neencimske reakcije oksidacije holesterola potekajo lahko loc¢eno ali
isto¢asno med procesom proizvodnje, predelave, distribucije in skladiS¢enja Zivil
(Ubhayasekera in sod., 2004).

2.2.2 Oksidi holesterola v zivilih

Preglednica 1: Oksidi holesterola, ki so najpogosteje identificirani v zivilih (Tai in sod., 1999;
Baggio in sod., 2005)

Table 1: The most frequently identified cholesterol oxides in food (Tai et al., 1999; Baggio et al.,
2005)

Ime oksida holesterola Okrajsava Formula
7a-hidroksiholesterol 70-HC

7B-hidroksiholesterol 7B-HC
7-ketoholesterol 7-KC
5,6 a-epoksiholesterol 5,6 a-EC
5,6 B-epoksiholesterol 5,6 B-EC
20a-hidroksiholesterol 20 o-HC
25-hidroksiholesterol 25-HC
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V procesu avtooksidacije in fotooksidacije se tvorijo razliéni OH, katerih vrsta oz. struktura
je odvisna od tipa oksidacije ter fizikalnega stanja substrata — holesterola. V primeru, ko se
holesterol nahaja v kristalini¢ni obliki, je potek oksidacije v prisotnosti kisika odvisen od
urejenosti molekul v kristalu (Valenzuela in sod., 2003).

Do danes so odkrili ve¢ kot 80 razlicnih OH. V preglednici 1 so predstavljeni v Zzivilih
najpogosteje identificirani OH.

OH so normalno prisotni v nasi prehrani, predvsem v predelanih Zivilih z veliko vsebnostjo
holesterola, kot so jajca, mleko, meso, morska hrana.... Od zgoraj omenjenih OH
(preglednica 1) se v predelanih zivilih v najve¢jem obsegu tvorijo 7a- in 7B-HC, 5,6 a- in
5,6 B-EC ter 7-KC, in sicer v obmocju ng do mg/g vzorca (Paniangvait in sod.,
1995,;Valenzuela in sod., 2003).

Med vsemi OH v mesu, kot tudi drugih zivilih, prevladuje 7-KC, katerega najvecje
koncentracije so bile dolo¢ene po toplotni obdelavi in podaljSanem skladiscenju. 7-KC je
tudi glavni pokazatelj oksidacije holesterola. Na drugi strani pa se 25-HC pojavlja v
bistveno manjSih koncentracijah, vendar velja, da sta skupaj s CT Ze pri majhnih
koncentracijah najbolj aterogena med vsemi OH (Kim in sod., 2003; Morales-Aizpurua in
Tenuta-Filho, 2005).

Podatki iz literature kazejo, da je skupna vsebnost OH v zivilih Zivalskega izvora obicajno
vecja od 443 pg/g zivila (Tai in sod., 2000) in OH predstavljajo 1-2 % pa celo do 10 % od
skupno zauzitega holesterola (Valenzuela in sod., 2003; Morales-Aizpurta in Tenuta-Filho,
2005; Hur in sod., 2006).

Podatki iz razli¢nih virov o vsebnosti OH v istovrstnih zivilih se precej razlikujejo, zato so
med seboj tezko primerljivi. Te razlike so lahko posledica razlicnega nacina obdelave zivila
ter uporabe razlicnih analitskih postopkov. Kvantitativna dolocitev OH je problemati¢na
predvsem zaradi majhnih koncentracij (ppm ali ppb) le-teh v zivilih, poleg tega pa izolacijo
posameznega OH ovira bistveno vecja vsebnost holesterola, triacilglicerolov, fosfolipidov in
ostalih lipidov v zivilu (Valenzuela in sod., 2003).

2.2.3 Dejavniki, ki vplivajo na nastanek oksidov holesterola v mesu

Vecina raziskav je pokazala, da sveza/surova Zivila vsebujejo zelo majhne koncentracije
OH. Nivo OH moc¢no naraste predvsem med postopki toplotne obdelave in skladiS¢enjem
(Hur in sod., 2006).

Pri vseh vrstah mesa (goveje, piS€ancje, svinjsko) se je toplotna obdelava mesa izkazala kot
glavni razlog za povecano vsebnost OH, Se posebej v primeru prekomerne toplotne
obdelave. Vsebnost OH v toplotno obdelanem mesu je v obmocju 180-1900 ng/g
(Paniangvait in sod., 1995 ).

Stopnja tvorbe OH je odvisna predvsem od temperature in ¢asa toplotne obdelave ter ¢asa in

pogojev skladiS¢enja. Pri tem so pomembni dejavniki, ki vplivajo na tvorbo OH med
toplotno obdelavo in skladis¢enjem: vrednost pH, svetloba, prisotnost kisika, vodna
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aktivnost in prisotnost nenasic¢enih mascobnih kislin v zivilu (Tai in sod., 1999; Hur in sod.,
2006; Saldanha in Bragagnolo, 2008).

Pri toplotni obdelavi pride do denaturacije beljakovin, kar povzroci izgubo antioksidativne
encimske aktivnosti, sprostitve kataliticno aktivnega Zeleza iz mioglobina ter sprostitve
kisika iz oksimioglobina. Poleg tega pride tudi do porusSitve celicne membrane, tako da
VNMK pridejo v kontakt s prooksidanti. Toplotna obdelava povzroc¢i tudi toplotno
razgradnjo hidroperoksidov do prooksidantov, kot so npr. alkoksil hidroksilni radikali, ki
lahko sprozijo tvorbo OH. Tako toplotna obdelava moc¢no pospesi oksidacijo, kar se odraza
v povecani vrednosti OH in Stevilu TBK (Souza in Silva, 2006; Hur in sod., 2006; Saldanha
in Bragagnolo, 2008).

Vpliv toplotne obdelave na tvorbo OH so s svojo Studijo nazorno pokazali Pie in sodelavci
(1991), ki so primerjali vsebnost OH v surovi in toplotno obdelani mleti govedini, teletini in
svinjini, peceni na elektri¢ni ponvi pri temperaturi 135 °C, 10 min na vsaki strani. V
toplotno obdelanih vzorcih teh vrst mesa so namrec¢ dolo¢ili 1,7-, 2,3- oz. 2,5-krat vecjo
vsebnost OH v primerjavi z istovrstnimi vzorci surovega mesa.

Chien in sodelavci (1998) so opravili Studijo glede kinetike oksidacije holesterola med
toplotno obdelavo pri 150 °C in ¢asu 30 min ali ve¢ ter ugotovili, da koncentracija OH
narasca s ¢asom segrevanja (Tai in sod., 2000).

Park in Addis (1986) sta pokazala, da vsebnost 7-KC narasca linearno s ¢asom toplotne
obdelave, ne pa s temperaturo (Hur in sod., 2006).

To ugotovitev so potrdili tudi Pie in sodelavei (1991), ki je pokazali, da se vsebnost OH pri
pecenju govedine, svinjine in teletine v pecici 60, 80 in 90 min pri 220 °C poveca za 3,5-,
5,4- oz. 4,2-krat glede na Cas pecenja. To pomeni, da ima Cas toplotne obdelave bistveno
vecji vpliv na tvorbo OH kot sama temperatura.

Thurner in sodelavci (2007) v $tudiji ugotavljajo, da kratka toplotna obdelava pri relativno
visokih temperaturah in uporaba svezega mesa preprecuje nastajanje velikih koncentracij
OH.

Obseg tvorbe OH je odvisen tudi od nacina toplotne obdelave, saj se med kuhanjem v vodi
in toplotni obdelavi v mikrovalovni pecici tvori nekoliko vecja kolicina OH kot med
pecenjem. Med peCenjem namre¢ pride do Maillardove reakcije, pri kateri se tvorijo
produkti, ki imajo antioksidativni u¢inek (Echarte in sod., 2003).

Conchillo in sodelavci (2005) so raziskovali vpliv nacina pakiranja na tvorbo OH v
piscan¢jem mesu med skladiS€enjem pri temperaturi -18 °C. Pokazali so, da je tvorba OH v
surovem pis¢ancjem mesu, pis¢ancjem mesu pecenem na zZaru ter prazenem piScancjem
mesu, pakiranem in skladis¢enem v aerobnih pogojih 1,9-, 5,9- oz. 1,9-krat vecja, kot Ce je
to meso pakirano v vakuumu. Pri tem je u€inkovitost vakuumskega pakiranja za zmanjSanje
tvorbe OH med skladi§¢enjem v zamrzovalniku bistveno vecja pri toplotno obdelanih
vzorcih kot pri surovih vzorcih. Vsi toplotno obdelani vzorci, ki so bili skladis€eni v
aerobnih pogojih, so vsebovali velike koli¢ine OH. To je dokaz, da predhodna toplotna
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obdelava, pospesi tvorbo OH med samim skladis¢enjem (Hur in sod., 2006; Lee in sod.,
2008).

Iz preglednice 2 je razvidno, da je tvorba OH odvisna tudi od vrste mesa oz. sestave. Pri tem
je klju¢nega pomena predvsem vsebnost holesterola in delez VNMK. Honikel (2009) je
pokazal, da je tvorba OH intenzivnejSa v razdetem in toplotno obdelanem mesu.

Osada in sodelavei (1993) so z modelnimi poskusi pokazali, da ko segrevamo sam
holesterol, ne pride do tvorbe OH. V primeru segrevanja holesterola v prisotnosti mas¢obnih
kislin, se vsebnost holesterola hitro zmanjSa in takoj se zacnejo tvoriti OH. To dokazuje, da
mascobne kisline sprozijo tvorbo OH. V ve¢jem obsegu se OH tvorijo v prisotnosti VNMK,
ki so bolj podvrzene oksidaciji (Tai in sod., 2000).

Preglednica 2: Koli¢ina (v ppm) posameznih oksidov holesterola v razli¢nih vrstah mesa glede
na nacin obdelave in skladi§¢enja (povzeto po Tai in sod., 2000)

Table 2: The amount (in ppm) of cholesterol oxides in different type of meat according to the
method of heat treatment and storage (Tai et al., 2000)

Vrsta mesa Obdelava/ Vrsta oksidov holesterola Koli¢ina
hranjenje (ppm)
sveze, mleto 70-HC, 7B-HC, 5,6a-EC, 5,6B-EC, 7-KC, 200-HC, 25-HC 0,14-1,06

govedina kuhano, mleto  7a-HC, 7B-HC, 5,60-EC, 5,6B-EC, 7-KC, 200-HC, 25-HC 0,23-2,11

zamrznjeno 70-HC, 7B-HC, 5,6a-EC, 5,6B-EC, 7-KC, triol 1-27

sveze 5,60-EC, 5,6B-EC, 7-KC 3,3-22
teletina sveze, mleto 70-HC, 7B-HC, 5,6a-EC, 5,6B-EC, 7-KC, 200-HC, 25-HC 0,04-0,71

kuhano, mleto  7a-HC, 7B-HC, 5,60-EC, 5,6B-EC, 7-KC, 20a-HC, 25-HC, triol 0,07-0,84

sveze 5,6-0-EP, 5,6-B-EP, 7-keto 2,3-6,3
sveze, mleto 70-HC, 7B-HC, 5,6a-EC, 5,6B-EC, 7-KC, 25-HC, triol 0,04-0,92
svinjina kuhano, mleto  7a-HC, 7B-HC, 5,60-EC, 5,6B-EC, 7-KC, 20a-HC, 25-HC, triol 0,06-2,25

posuseno 70-HC, 7B-HC, 5,6a-EC, 7-KC, triol 12,5-

(3 leta, 22 °C) 259,8
pis¢andje  sveze 5,60-EC, 5,6B-EC, 7-KC 5,8-12,9
meso zamrznjeno 70-HC, 7B-HC, 5,6a-EC, 5,6B-EC, 7-KC 2-43
puranje zamrznjeno 7B-HC, 5,6a-EC, 5,6B-EC, 7-KC 6-21
meso

Med posameznimi vrstami mesa je perutninsko meso najbolj podvrzeno oksidacijskim
procesom in posledicno tvorbi OH. Glavni razlog je v tem, da je v perutninskem mesu
razmerje med nenasiCenimi in nasienimi maScobnimi kislinami v korist nenasiCenih,
bistveno vec¢je kot v drugih vrstah mesa (svinjina, govedina, ov¢je meso) (Hur in sod.,
2006). Echarte in sodelavci (2003) so pokazali, da je vsebnost OH v piscancjih sekljancih,
presnih in toplotno obdelanih, 2-krat vecja kot pri govejih.

2.3 HETEROCIKLICNI AROMATSKI AMINI (HAA)

Prve raziskave povezane s tvorbo heterocikli¢nih aromatskih aminov (HAA) in njihovimi
karcinogenimi ucinki segajo v prvo polovico 20. stoletja. Leta 1939 je Svedski znanstvenik
Widmark iz zapecenega konjskega mesa izoliral karcinogene snovi, ki so inducirale razvoj
tumorja na kozi miSi. Naslednji klju¢ni mejnik pri raziskovanju HAA je postavil Sugimura s
sodelavci, ko je leta 1976 s pomoc¢jo Ames testa dolo¢il mutageno aktivnost zapecene
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(zazgane) povrSinske skorje govedine in rib, peCenih nad ogljem (Wakabayashi in sod.,
1993; Sugimura, 1997; Skog in sod., 1998).

HAA so spojine z visokim mutagenim in karcinogenim potencialom, ki nastajajo med
suhimi postopki toplotne obdelave razli¢nih vrst mesa in rib (Murkovic, 2004; Alaejos in
Afonso, 2011).

Nekatere epidemioloSke raziskave so pokazale povezavo med pogostim uzivanjem mesa in
povecanim tveganjem za razvoj rakastih obolenj (Persson in sod., 2003). Dokazano je, da so
HAA in njihovi metaboliti prisotni v telesnih tekoCinah in tkivih ¢loveka. HAA-DNK
povezave so dokazali v tkivih ¢loveka (Vitaglione in Fogliano, 2004), kar kaze na to, da
lahko HAA poskodujejo DNK tudi pri tako majhnih koli¢inah (ppb), ki so obiCajno prisotne
v mesu toplotno obdelanem do obi¢ajnih sredis¢nih temperatur (Turesky, 2007).

Ce HAA primerjamo z ostalimi mutagenimi snovmi, ki jih najdemo v hrani, je njihova
mutagenost 100-krat vec¢ja od aflatoksina B1 in ve¢ kot 2000-krat ve¢ja od benzo-a-pirena
(BaP) (Oz in Kaya, 2011).

2.3.1 Vrste in strukture HAA

Aminokarbolini Aminoimidazoazareni
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Slika 2: Strukturne formule glavnih aminokarbolinov in aminoimidazoazarenov (Turesky,
2010; Alaejos in Afonso, 2011).
Figure 2: Structural formulas of main aminocarbolines and aminoimidazoazarenes (Turesky,
2010; Alaejos and Afonso, 2011).

Splosno HAA delimo glede na polarnost v dve skupini: polarne in nepolarne. Polarni HAA
(aminoimidazoazareni (AIA) ali IQ tip) imajo imidazokinolinsko, imidazokinoksalinsko ali
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imidazopiridinsko strukturo. Nepolarni HAA (aminokarbolini ali ne-IQ tip) imajo
piridoindolno ali dipiridoimidazolno strukturo (Paise in Knize, 2000; Murkovic, 2004;
Turesky, 2007).

V toplotno obdelanem mesu, ribah in njihovih izdelkih je bilo do danes izoliranih in
identificiranih Ze ve¢ kot 25 razli¢nih mutagenih in/ali karcinogenih HAA (Alaejos in sod.,
2008). Vecina do sedaj izoliranih in identificiranih HAA je prikazana na sliki 2. V peceni
govedini, svinjini, ribah in perutnini se med vsemi HAA v najve¢jem obsegu tvorita MelQx
in PhIP. Njihova vsebnost varira v rangu od 0,1 do 100 ng/g toplotno obdelanega mesa
(Knize in sod., 1994; Skog in sod., 1998; Nagao, 1999).

2.3.2 Tvorba HAA v mesu

HAA, ki nastajajo v mesu, lahko razdelimo v dve skupini tudi glede na temperaturo, pri
kateri nastajajo. Nepolarni HAA (ne-IQ tip), imenujemo jih tudi »piroliticni«c HAA, so
derivati karbolinov in nastajajo s pirolizo aminokislin (AK) in proteinov pri zelo visokih
temperaturah (>300 °C). Za tvorbo polarnih, t.i. »termicnih« HAA (IQ-tip) niso potrebne
tako visoke temperature, ¢eprav se pri poviSani temperaturi tvorijo hitreje in v vecjih
koli¢inah. Polarni HAA nastajajo v sistemu kompleksnih reakcij med AK, ogljikovimi
hidrati in kreatin(in)om, ki je nujno potreben za tvorbo polarnih HAA (Skog in sod., 1998;
Murkovic, 2004).

2.3.2.1 Tvorba aminokarbolinov ali piroliticnih HAA

Aminokarbolini se tvorijo pri visokih temperaturah — okrog 300 °C s pirolizo AK in
proteinov. V procesu pirolize se skozi serijo reakcij prostih radikalov tvorijo Stevilni
reaktivni fragmenti, ki se kondenzirajo in tvorijo nove heterocikli¢ne strukture —
aminokarboline. Njihova sinteza ni odvisna od prekurzorjev kreatina oz. kreatinina, zato jih
lahko najdemo tudi v hrani rastlinskega izvora (Wakabayashi in sod., 1992; Sugimura, 1997;
Alaejos in Afonso, 2011).

Nepolarni HAA se lahko tvorijo pri segrevanju samo ene AK (Murkovic, 2004) ali s pirolizo
ve¢ aminokislin in proteinov pri visokih temperaturah (Sugimura in Adamson, 2000;
Alaejos in Afonso, 2011).

o- in y-karbolini (AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2) lahko nastanejo s pirolizo triptofana in
proteinov zivalskega ali rastlinskega izvora, npr. albumina, kazeina ali sojinih glubulinov.
Indolov obro¢, ki je sestavni del molekul a- in y-karbolinov, predvidoma izhaja iz
triptofana, ni pa izklju€eno, da lahko nastane tudi iz drugih aminokislin (Johansson in sod.,
1995).

Aminokarbolini se pri obi¢ajnem pecenju mesa pojavljajo v zelo majhnih koncentracijah
(Cheng in sod., 2006).

V primerjavi z drugimi aminokarbolini nastajata [3-karbolina, harman in norharman, v 10 do
100-krat ve¢jem obsegu. Tvorita se namre¢ ze pri normalnih pogojih toplotne obdelave
(100-225 °C; 10 do 120 min) v prisotnosti kreat(in)ina, glukoze in dolo¢enih aminokislin ali
mesanice le-teh (Johansson in sod., 1995). Podobno velja tudi za Trp-P-1, da nastaja Ze pri
nizjih temperaturah (Murkovic, 2004). Aminokarbolini se lahko tvorijo iz aminokislin brez
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kreat(in)ina, ¢eprav je bilo v modelnem sistemu dokazano, da dodatek kreatinina poveca
koli¢ino B-karbolinov (Jégerstad in sod., 1998).

Harman in norharman se od ostalih HAA strukturno lo¢ita po tem, da nimata na obrocu
vezane amino skupine in ne kaZeta mutagenega potenciala, vendar pa njihova prisotnost
povecuje genotoksi¢nost mutagenih HAA (Alaejos in Afonso, 2011).

2.3.2.2 Tvorba aminoimidazoazarenov (AIA) oz. »termi¢nih« HAA

AlA se tvorijo ze pri temperaturah obicajnih za klasi¢ne postopke toplotne obdelave mesa,
t.j. pri temperaturi 150-250 °C) (Sugimura in Adamson, 2000; Murkovic, 2004).

Osrednjo pot pri tvorbi AIA predstavlja Maillardova reakcija z vkljueno Streckerjevo
razgradnjo. Kot produkti serije kompleksnih reakcij med prostimi AK in reducirajo¢imi
sladkorji nastanejo metilirani piridini in pirazini ter t.i. Streckerjevi aldehidi, ki nastopajo
kot prekurzorji pri tvorbi AIA (slika 3) (Johansson in sod., 1995; Skog in sod., 1998;
Murkovic, 2004; Knize in Felton, 2005).

Vsi AIA vsebujejo tudi amino-imidazni del molekule, ki izhaja iz kreatina. Med toplotno
obdelavo pri temperaturi nad 100 °C potece spontana reakcija, pri kateri pride do ciklizacije
in odcepitve vode iz kreatina (slika 3). Pri tem nastane kreatinin, ki pri molekulah AIA
predstavlja amino-imidazni del, ki je odgovoren za mutagenost. V primeru, da molekula
AIA ne vsebuje tega dela, Se posebej, ¢e ne vsebuje amino skupine, postane njihova
mutagenost zanemarljiva (Skog in sod., 1998; Sugimura in Adamson, 2000; Kizil in sod.,
2011). Ce kreatin ni prisoten, se IQ in IQx tip HAA ne tvorijo (Murkovic, 2004).

Wyss in Kaddurah-Daouk (2000) navajata, da sta kreatin in/ali kreatinin klju¢na prekurzorja
AIA. Dokazana je povezava med mutagenostjo in vsebnostjo kreatina in/ali kreatinina, saj je
dodatek kreatina ali kreatin-fosfata v vzorec mesa pred toplotno obdelavo povzrocil
povecanje mutagenosti za 40-krat in koli¢ino AIA do 9-krat.

NH>
NH,

CeHi1206 + R('H< NH, N—CH>—COOH
COOH |
CHs
© kreatin
I_\l"lj_ll_:“"h’""' Streckerjeva l vrodina
reakcija l degradacija H,0 NH,
NH,' N=
)l\ v 7 N—Me
Y Z ) ) L =
= ' OCH~. . HN N—CH; |
= | A 0—\(' ('I/I X~ N R
X N Me o 2 )
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Z=CI pindin XY ZR
Z=N, puazin 1Q H H CHH
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4.8-DimelQx H Me N Me

Slika 3: Tvorba imidazokinolinov (IQ) in imidazokinoksalinov (I1Qx) (Felton in sod., 2000).
Figure 3: Pathway of 1Q and IQx formation (Felton et al., 2000).

Obstajata dve hipotezi za tvorbo AIA: (1) piridin oz. pirazin najprej reagira z aldehidom in
Sele nato s kreatininom, (2) kreatinin najprej reagira z aldehidom (aldolna kondenzacija), pri
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¢emer nastane intermediat kreatinin-aldehid, ki se nato poveze s piridinom oz. pirazinom ter
tvori imidazo-kino(ksa)lin spojine (Skog in sod., 1999; Murkovic, 2004).

Dokazano je, da najveC¢ AIA nastane, ¢e so monosaharidi, proste AK in kreat(in)in v
molskem razmerju 1:1:1, kakr$no je priblizno v govejem mesu (Skog in sod., 1998). S
povecevanjem prostih AK se poveca tudi nastajanje mutagenih spojin v mesu (Taylor in
sod., 1984 a, b). Z ve¢anjem koncentracije monosaharidov pa pride do obratnega uc¢inka —
pride do zmanjSevanja nastanka HAA (Skog, 1990).

S pomocjo modelnega sistema je bilo ugotovljeno, da posamezna AK doloc¢a tako koli¢ino
kot tudi vrsto AIA. Cistein in treonin kazeta v modelnem sistemu z glukozo in kreatininom
najvecjo mutagenost, sledijo lizin, alanin in glicin. Ti modelni sistemi omogoc¢ajo tvorbo 8-
MelQx in 4,8-DiMelQx, medtem ko se PhIP tvori ob prisotnosti fenilalanina, levcina,
izolevcina ali tirozina (Wyss in Kaddurah-Daouk, 2000).

2.3.3 Dejavniki, ki vplivajo na nastanek HAA v mesu

Za proucevanje vpliva posameznih dejavnikov na tvorbo HAA se obicajno uporabljajo
kemijski modelni sistemi, ki vsebujejo le osnovne prekurzorje (proste AK, sladkor in
kreatin), ki imajo klju¢no vlogo pri tvorbi HAA. S tem izklju¢imo vpliv drugih spojin in
kompleksnih reakcij, ki so sicer prisotne v mesu. Posledicno uporaba modelnih sistemov
omogoca Studije vpliva posameznih prekurzorjev ter fizikalnih in kemijskih parametrov na
tvorbo HAA z namenom razviti metode in dodatke za zmanjSanje tvorbe mutagenih in
karcinogenih HAA v zivilu (Pais in sod., 1999; Messner in Murkovic, 2004; Murkovic,
2004; Knize in Felton, 2005). Nekatere HAA, ki so jih prvotno identificirali v modelnih
sistemih, so bili kasneje najdeni tudi v mesu (Murkovic, 2004).

2.3.3.1 Vpliv karakteristik mesa

Karakteristike mesa, kamor uvr§¢amo vrsto mesa, tip misic in kakovost mesa, pomembno
vplivajo na endogeno koncentracijo prekurzorjev in posledi¢no na tvorbo HAA v toplotno
obdelanem mesu.

Pri enaki stopnji toplotne obdelave obstajajo razlike v tvorbi posameznih HAA glede na
vrsto mesa (preglednica 3). Razlicne vrste mesa imajo namre¢ razlicne koli¢ine
prekurzorjev, ki so potrebni za nastanek HAA. Toplotno obdelana govedina vsebuje
navadno do 20 ng/g skupnih HAA, med katerimi prevladujeta PhIP in MelQx. V govedini
se pojavljata Se dva, 4,8-DiMelQx in 1Q, vendar v bistveno manjSih koncentracijah. Zelo
podobno je pri svinjskem mesu, kjer se ob podobnih pogojih pojavljajo podobne
koncentracije in enaki HAA. V perutnini se navadno tvori ve¢ HAA, predvsem PhIP, ki
lahko presega 100 ng/g. Ostali, MelQx, 4,8-DiMelQx in 1Q, pa so v podobnih
koncentracijah kot pri govedini in svinjini. Vecja koli¢ina prostih AK pred toplotno
obdelavo je verjetno razlog za povecano vsebnost PhIP. Perutnina namrec¢ vsebuje vec
prostega fenilalanina, tirozina in izolevcina, ki so prekurzorji PhIP. Nekoliko manjse
vrednosti so dolocili v perutnini, ki je bila predhodno marinirana, vendar je bilo to zelo
odvisno od sestave marinade (Skog in sod., 1998; Solyakov in Skog, 2002). Vsebnost PhIP
je v vseh vrstah toplotno obdelanega mesa obi¢ajno najvecja (0-500 ng/g, v povprecju nekaj
10 ng/g), sledi MelQx v polovi¢nih koncentracijah. Ostali HAA, kot npr. 1Q, 1Qx, 4,8-
DiMelQx in MelQ so pod mejo zaznavnosti 0z. se v mesu pojavljajo v manjSih
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koncentracijah (do 10 ng/g) (Jagerstad in sod., 1998). Eden od razlogov, da se PhIP tvori v
najvecjem obsegu je v tem, da je mehanizem nastanka PhIP bistveno bolj enostaven od
ostalih HAA (Knize in Felton, 2005).

Literaturni podatki o vsebnosti HAA v posameznih vrstah mesa so zelo razli¢ni, razlogov za
to pa je vec. Raziskovalci pogosto: (1) pomanjkljivo opisejo postopke toplotne obdelave, (2)
uporabljajo metode dolo¢anja HAA, ki med seboj niso primerljive in (3) namerno toplotno
obdelujejo meso pri visjih temperaturah in dalj$i Cas, da se tvori vecja kolicina HAA. Velika
variabilnost podatkov v vsebnosti HAA je odvisna od metode toplotne obdelave, stopnje
pecenosti, kakovosti, sestave in geometrije mesa. Posledicno se lahko vsebnost razlikuje
tudi za ve¢ kot 100-krat.

Preglednica 3: Vsebnost posameznih HAA (ng/g) v toplotno obdelanem mesu in ribah (Pais in
Knize, 2000)

Table 3: Occurrence of individual HAAs (ng/g) in thermal-treated meat and fish (Pais and
Knize, 2000)

Vrsta HAA govedina svinjina perutnina ribe

IQ nd-21 nd-10,5 nd-5 nd-4,9
MelQx nd-16,4 (max 80) nd-3,5 (max45) nd-3,2 (max270) nd-8,3
4,8-DiMelQx nd-15 nd-12 nd-4 nd-7
PhIP nd-18,4 (max 182) nd-7,4 (max 106) nd-37,5 (max 480) nd-3 (max 69)
DMIP nd-7,2 nd-37 nd-5,9 -
IFP nd-7,6 nd-2,5 0,9-7 -
AaC nd-21 nd-sledovi nd-2 (max>100) nd-2,3 (max 109)
Trp-P-1 nd-0,5 nd-5,3 nd-1,6 nd-13,3
Trp-P-2 nd-1,7 nd-7,4 nd-0,14 nd-13,1
harman 0,31-28,6 nd-2,5 (max 200) - 2-130
norharman 0,96-30 nd-10,6 - 2-184

nd — pod mejo zanznavnosti (iz angl. not detected)

pride do cepitve proteinov na krajse peptide in proste AK. Polak in sod. (2008) so pokazali,
da se z daljSim Casom zorenja povecuje koli¢ina HAA (MelQx in PhIP) v toplotno obdelani
govedini. To je posledica povecevanja deleza kreatinina, skupnih prostih AK in glukoze v
govedini med zorenjem. Glavni vzrok za ve€jo tvorbo HAA v toplotno obdelanih zorenih
vzorcih govedine naj bi bila predvsem vecja vsebnost prostih AK. Podobno so Polak in sod.

v w

Tvtw

manjso vrdnost pH, kar pospeSuje denaturacijo beljakovin in pomeni tvorbo vecje koli¢ine
HAA. Pokazali so, da je vsebnost MelQx v peceni svinjini BMV kakovosti za 22 % vecja
kot v svinjini normalne kakovosti.

Vsebnost vode v mesu pomembno vpliva na tvorbo HAA, saj le-ta omogoca transport v
vodi topnih prekurzorjev HAA iz notranjosti na povr§ino mesa, kjer se med toplotno
obdelavo tvorijo HAA. V suhih pogojih je poveCana tvorba predvsem PhIP, v vlaznih
pogojih pa IQ in IQx tipa HAA. Messner in Murkovic (2004) sta s pomoc¢jo modelnega
sistema v suhih pogojih dokazala moc¢no povecano tvorbo PhIP, kar je posledica velike
izgube vode, ki favorizira predvsem tvorbo PhIP. Z dodatkom snovi, ki izboljSajo
sposobnost vezanja vode (sol, sojini proteini, Skrob), lahko ucinkovito zmanjSamo tvorbo
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HAA v mesu, saj s tem omejimo transport prekurzorjev iz notranjosti na povrsino mesa, kjer
se HAA tvorijo (Knize in Felton, 2005). Dodatek teh snovi je Se posebej pomemben pri
izdelkih iz mletega mesa, kjer je zaradi poruSene strukture izguba vode Se dodatno povecana
(Skog in sod., 1998). Persson in sod. (2003) so pokazali, da dodatek NaCl in Na-polifosfata
izboljSa vezavo vode in zmanjSa vsebnost skupnih HAA v pecenih govejih pleskavicah za
38 % v primerjavi s kontrolo. Podoben ucinek je bil dosezen tudi v primeru dodatka Skroba
ali vlaknin. S tem, ko zmanjSamo izgubo vode, se izboljSajo tudi teksturne karakteristike,
kot so so¢nost in mehkoba, kot tudi aroma in okus mesnih proizvodov.

V mesu se nahajajo tudi mascobe, ki vplivajo na koli¢ino HAA v mesu po toplotni obdelavi.
Vpliv mascobe na tvorbo HAA ni e povsem pojasnjen, saj v nekaterih primerih mas¢oba
pospesuje tvorbo HAA, nasprotno pa lahko tudi inhibira njihov nastanek. Inhibitorni u¢inek
mascob lahko razloZzimo s tem, da se z vecjim delezem mascob v mesu, zmanjSa delez
ostalih komponent, ki delujejo kot prekurzorji HAA (Hwang in Ngadi, 2002) oz. je to
posledica dejstva, da je mascoba bolj uc¢inkovit medij za prenos toplote, kar pomeni krajsi
Cas toplotne obdelave in posledi¢no zmanjSano tvorba HAA (Alaejos in Afonso, 2011). Na
drugi strani lahko masc¢obe pospesijo tvorbo HAA, saj se med toplotno obdelavo delno
hidrolizirajo in tvorijo proste radikale, ki vplivajo na potek Maillardove reakcije in delujejo
kot nekaksni katalizatorji nastanka HAA. Mozno je tudi, da velika vsebnost mas¢ob v mesu
inhibira toplotno razgradnjo nastalih HAA (Skog in sod., 1998; Hwang in Ngadi, 2002)

2.3.3.2 Vpliv pogojev toplotne obdelave

Temperatura, ¢as in nacin toplotne obdelave so glavni dejavniki, ki vplivajo na tvorbo HAA
v mesu (Johansson in sod., 1995; Skog in sod., 1998; Solyakov in Skog, 2002; Bordas in
sod., 2004; Messner in Murkovic, 2004; Knize in Felton, 2005; Turesky, 2007; Polak in
sod., 2009).

Arvidsson in sod. (1997) so s pomo¢jo modelnega sistema pokazali, kako je tvorba HAA
funkcijsko odvisna od temperature in casa toplotne obdelave. Pri temperaturi 200 °C
koli¢ina HAA zelo hitro naraste in v ¢asu 5-10 min toplotne obdelave doseze maksimum. Z
zviSevanjem temperature ob enakem casu toplotne obdelave se tvori ve¢ HAA in po
dolo¢enem c¢asu doseze svoj maksimum. V primeru podaljSevanja Casa toplotne obdelave pri
temperaturi 225 °C pa je prislo do zmanjSanja vsebnosti HAA. To je posledica razgradnje
nekaterih HAA, kar so potrdili Se drugi poskusi na modelnih sistemih (Bordas in sod.,
2004). Toplotno najman;j stabilen je PhIP in pri 225 °C se za¢ne razgrajevati. Sledijo 7,8-
DiMeQIx, 4,8-DiMeQIx in IQx, ki je najbolj stabilen (Arvidsson in sod., 1997; Messner in
Murkovic, 2004). Polak in sod. (2009) pa so nasprotno ugotovili, da je najbolj termolabilen
MelQx, katerega vsebnost se pri srediScni temperaturi 80 °C zmanjSa za 60 %.

Podaljsan ¢as pecenja zelo poveca vsebnost predvsem MelQx, ki naraste z 2 ng/g po 15 min
na kar 35 ng/g po 35 min pecenja. Podobno se dogaja z ostalimi HAA, vendar njihovo
povecanje ni tako obsezno (Murkovic in sod., 1998). Do podobnih ugotovitev so prisli tudi
Knize in sodelavci (1994) ter Skog in sodelavei (1998).

Med prazenjem in pecenjem na zaru se tvori veliko vecja koli¢ina HAA kot pri pecenju v

pecici (Knize in sod., 1994). Med prazenjem in peCenjem na plos¢nem Zaru je meso in s tem
prekurzorji HAA v neposrednem stiku z grelno plosco. Pri tak$nih pogojih se vsebnost vode
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na povr$ini mesa zmanj$a, nasprotno pa se poveca koncentracija kreatina, glukoze in prostih
AK. Posledica tega je, da se veCina HAA nahaja na povrSini toplotno obdelanega
beljakovinsko bogatega zivila (Jigerstad in sod., 1998). Vecja kot je izguba mase med
toplotno obdelavo, vecja je mutagena aktivnost vzorca, saj se s povecano izcejo poveca
prenos v vodi topnih prekurzorjev na povr$ino mesa, kjer se tvorijo HAA. Ce se med
toplotno obdelavo mesa relativna vlaznost poveca (dodatek pare), se izguba mase in s tem
mutagena aktivnost zmanjsa (Skog in sod., 2003).

Pri pecenju v pecici pride do manjSe vsebnosti HAA na maso izdelka, ker je povrSina na
volumen relativno manjsa kot pri peenju na zaru (Skog in sod., 1997).

Vpliv metode toplotne obdelave na tvorbo HAA je bil dokazan s Stevilnimi poskusi na
razli¢nih vrstah mesa. Shin (2005) je pokazal, da se pri razli¢nih nacinih toplotne obdelave
pleskavic iz svinjskega mesa, najve¢ HAA tvori pri peCenju na zaru (17,2 ng/g), precej manj
pa pri pecenju v pec€ici (5 ng/g) in kuhanju (1 ng/g). Do podobnih ugotovitev so prisli tudi
Liao in sod. (2010), ki so ugotovili, da se najve¢ HAA pri enaki temperaturi toplotne
obdelave (180 °C) pis¢ancjih prsi tvori pri pecenju na oglju (>112 ng/g), manj pri pecenju
na zaru (27,4 ng/g) in najmanj pri pecenju v pecici (4 ng/g). Podobno so ugotovili tudi
Gasperlin in sod. (2009), ki so poleg vpliva nac¢ina toplotne obdelave, dokazali tudi zas¢itni
ucinek koze pri tvorbi HAA, saj so pis¢ancja prsa s kozo pri enaki metodi toplotne obdelave
vsebovala manj HAA.

Oz in sod. (2010) so poleg vpliva metode toplotne obdelave proucevali tudi vpliv razlicne
stopnje pecenosti pis¢ancjih prsi in postrvi. V primeru piscancjih prsi so najvisjo vsebnost
HAA dolo¢ili pri pecenju v ponvi in na zaru, in sicer pri najvisji stopnji pecenosti. V
primeru postrvi pa se je tvorilo najve¢ HAA pri pecenju v ponvi, pecenju v pecici in na Zaru,
prav tako pri najvecji stopnji pecenosti.

Mikrovalovi so se izkazali kot dober nacin za predhodno toplotno obdelavo pred nadaljnjimi
postopki pec€enja, kajti s tem lahko bistveno pripomoremo k zmanjSanju tvorbe MelQx in
PhIP, zaradi izgube prekurzerjev HAA, vode in mas¢obe (Felton in sod., 1994). V studiji, ki
jo je opravil Jinap in sod. (2013), so s predhodno obdelavo pis¢ancjega mesa z mikrovalovi
uspeli zmanjSati koncentracijo nastalih HAA. Uporaba mikrovalov za 30 sek in nato cvrenje
v palmovem olju sta se izkazala za zelo u¢inkovit nain priprave pis€anc¢jega mesa, kajti pri
tem se je tvorila zelo majhna koli¢ina MelQx (3,44 ng/g).

Podoben rezultat sta dosegla tudi Knize in Felton (2005), ki sta sta pokazala, da kombinacija
uporabe mikrovalov in nato pecenja govejih pleskavic pri 250 °C zmanjsa koli¢ino skupnih
HAA za 9-kratno vrednost v primerjavi s kontrolo.

2.3.4 Mutagenost in karcinogenost HAA

HAA so promutageni ali prokarcinogeni, ki lahko v aktivni obliki tvorijo DNK povezave.
HAA spadajo v skupino indirektnih mutagenov, pri katerih je za izraZzanje mutagenih
lastnosti potrebna metabolna aktivacija (Yamazoe in sod., 1988, Turesky in sod., 1991), ki
poteka v dveh fazah. V prvi fazi poteCe N-hidroksilacija inducirana z encimi iz druzine
citokrom P450. Pri tem nastanejo N-hidroksi HAA metaboliti, ki lahko direktno reagirajo z
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DNK in s tem tvorijo HAA-DNK adukte. Lahko pa vstopijo v drugo fazo metabolne
aktivacije, kjer poteCe esterifikacija N-hidroksilamina do reaktivnih N-hidroksi estrov, kot
so N-acetoksi, N-sulfoniloksi, N-proliloksi in N-fosfatil estri. Ti reaktivni metaboliti
nastajajo predvsem v jetrih in se nato prenesejo preko krvnega sistema do drugih tkiv, kjer
se preko kovaletnih vezi vezejo na DNK, RNK in proteine (Schut in Snyderwine, 1999; Le
Marchand in sod., 2002; Turesky in Vouros, 2004; Turesky, 2007). TakSne povezave so nasli
v skoraj vseh tkivih testiranih glodalcev (misi, podgane) in necloveskih primatov (opice)
(Skog, 2004).

Po bioaktivaciji postanejo HAA zelo mutagene spojine, kar so dokazali s Stevilnimi in vitro
in in vivo poskusi (Toribio in sod., 2000). Mutagenost HAA je odvisna od kemijske
strukture in njihove zmoZnosti tvorbe hipotetiénega reaktivnega nitrenium (R,N") iona
(Turesky, 2007).

Za izvrednotenje mutagene aktivnosti spojin se uporablja Amesov test, ki je tako primeren
tudi za doloCanje mutagene aktivnosti razlicno toplotno obdelane na hrane. MelQx se
uporablja kot pozitivna kontrola (Skog in sod., 2003). V Amesovem testu se kot testna
mikroorganizma najveckrat uporabljata dva seva bakterije Salmonella typhimurium, in sicer
TA98 in TA100. Sev TA98 je bolj obcutljiv na dolo¢anje mutacij tipa strukturnih sprememb,
medtem ko je sev TA100 bolj obcutljiv na dolo¢anje mutacij tipa zamenjave baznih parov.
Sev TA100 se ne uporablja za testiranje HAA, saj HAA niso obcutljivi na TA100. V
Amesovem testu s Salmonella TA98 vsi AIA, razen PhIP, kaZejo visoko mutagenost
(Wakabayashi in Sugimura, 1998).

Stevilni AIA kaZejo linearno korelacijo med DNK povezavami in mutagenostjo. Stopnja
mutagenosti se doloCa glede na Stevilo HAA-DNK povezav. Ve¢ povezav med HAA in
bakterijsko DNK nastane, ve¢ja je mutagenost HAA (Schut in Snyderwine, 1999). Na
Stevilo mutacij, ki nastanejo zaradi delovanja HAA, vplivajo razli¢ni eksogeni in endogeni
metabolni aktivacijski sistemi, razlicne sposobnosti DNK popravljalnih mehanizmov,
razli¢na tar¢na zaporedja baznih parov in vpliv sosednjih baz na HAA-DNK aduktih. Zaradi
raznolikosti teh dejavnikov prihaja tudi do razlik med bioloSkimi vplivi HAA v razli¢nih in
vitro testnih sistemih (Turesky, 2007).

Pogosto se zgodi, da tisti HAA, ki kazejo mutagenost v bakterijskih celicah, kazejo
mutagenost tudi v zivalskih in cloveskih celicah, spremeni se le njihova stopnja
mutagenosti. Vpliv posameznih HAA na mutacije pri ¢loveku in testnih Zivalih je zelo
razlicen. Tudi vpliv posameznika (zivali ali ¢loveka) ni zanemarljiv. Na izraZanje
mutagenosti in posledi¢no razvoj raka pri ljudeh pomembno vpliva genetska predispozicija
posameznika. Tveganje naj bi bilo odvisno od metabolnega fenotipa posameznika in s tem
sposobnosti tvorbe aktivnih karcinogenih spojin ter na drugi strani detoksifikacije in
izlo¢anja HAA iz organizma (Nagao, 2000; Alaejos in sod., 2008).

Stevilni HAA, ki so jih testirali in vivo z dodajanjem v prehrano misi in podgan, kaZejo
karcinogene lastnosti (Sugimura, 1997; Toribio in sod., 2000; Sugimura in sod., 2004). Ce
so jim izpostavljeni daljSe Casovno obdobje, le-ti inducirajo nastanek tumorjev na vec
mestih v razli¢nih organih, med drugim v ustni votlini, jetrih, zelodcu, pljucih, mehurju,
debelem crevesu, prostati in mlecnih Zlezah. IQ je mocen jetrni karcinogen pri ¢loveku
podobnih opicah. Do nastanka tumorjev obicajno pride Sele po nekajletni izpostavljenosti
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(Turesky, 2007). Ferk in sod. (2010) pa so z in vitro poskusom na podganah pokazali, da
lahko nekatere naravne substance, kot je ksantohumol, ki je kot flavonoid prisoten v hmelju,
ucinkovito zas€itijo DNK pred poSkodbami, ki jih povzrofajo mutageni (IQ). Podoben
za$c¢itni ucinek ksantohumola so pokazali tudi Viegas in sod. (2012) na modelnih celicah
humanega hepatoma HepG2, ki so bile izpostavljene MelQx in PhIP. Z Amesovim testom so

na bakterijah Salmonella typhimurium TA98 so hkrati potrdili, da ksantohumol ni mutagen.

S strani Mednarodne agencije za raziskovanje raka (IARC, International Agency for
Research on Cancer) so bili MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2 in Glu-P-
2 oznaceni kot potencialno karcinogeni, IQ pa celo kot verjetno karcinogen za ¢loveka (Liao
in sod., 2010).

Koli¢ine HAA, ki inducirajo razvoj raka pri poskusnih zivalih, so lahko za razvoj raka pri
Cloveku zadostne, ni pa nujno. Za razvoj rakastih tvorb so namre¢ potrebne Stevilne
genetske spremembe, obic¢ajno vec kot deset (Sugimura, 1997).

V nasprotju s Stevilnimi zivalskimi modeli, se pri ljudeh med posamezniki kaze visoka
individualna variabilnost v izrazanju encimov vklju¢enih v bioaktivacijske in
detoksifikacijske procese HAA. Geni, ki pri ¢loveku kodirajo nekatere klju¢ne encimov za
metabolizem in biotransformacijo HAA, se v populaciji polimorfno izrazajo, kar vpliva na
njihovo stabilnost in katalitiéno aktivnost pri posamezniku, to pa posledicno na hitrost,
obseg biotransformacije toksikantov in na povecano tveganje za nastanek raka (Turesky,
2005; Alaejos in sod., 2008).

Adukte HAA na DNK so potrdili v ve¢ razliénih ¢loveskih tkivih (debelo ¢revo, prsi,
ledvica), kar dokazuje, da le-ti nastajajo tudi v ne-jetrnih tkivih, kjer lahko povzrocijo
poskodbe dednega materiala (Turesky, 2007).

Koli¢ina dnevno zauzitih HAA je odvisna od vsebnosti HAA v zauziti hrani, od koli¢ine
zauzite porcije in od pogostosti uzivanja te hrane. Ocena dnevno zauzitih HAA je za
posamezne osebe zelo razli¢na in se giblje od 0 do 15 pg/osebo/dan (Skog, 2002).

Raziskovalci ugotavljajo, da predvsem pogosto uzivanje vecjih koli¢in toplotno obdelanih
mesnih jedi, ki vsebujejo HAA in vecje koli¢ine mascob, predstavlja tveganje za razvoj raka
pri ¢loveku. Nekatere epidemioloSke raziskave kazejo, da obstaja povezava med koli¢ino
dnevno zauzitih HAA in obolevnostjo za rakom na debelem crevesju, Zelodcu, prostati,
mehurju, ledvicah, pljucih, prsih, medtem ko druge raziskave teh povezav ne potrjujejo.
Predvsem zaradi kompleksnosti vplivov razlicnih dejavnikov vlada na tem podrocju
precejSnja zmeda (Sugimura, 1997; Wakabayashi in Sugimura, 1998; Warzecha in sod.,
2004; Salmon in sod., 2006). Za kompleksno izvrednotenje vpliva HAA na karcinogenezo
pri ¢loveku so potrebne Se Stevilne raziskave: o tvorbi in vsebnosti HAA v hrani, o vnosu
HAA v telo in njihovi biorazpolozljivosti v telesu, o biotransformaciji HAA v organizmu in
o ucinkih HAA v bioloskih sistemih (Toribio in sod., 2000).

22



Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

2.4 RASTLINSKI EKSTRAKTI

2.4.1 Rastlinski ekstrakti v zZivilstvu

Rastline oz. njihovi deli ter njihovi ekstrakti se uporabljajo v zivilski industriji Ze mnogo let
predvsem kot dodatki, ki prispevajo k oblikovanju in izboljSanju senzori¢nih lastnosti zivila,
kot so okus, aroma in barva (Sasikumar, 2001).

Poleg tega so rastline zelo dober vir protimikrobnih ter antioksidativnih snovi in tako
predstavljajo dobro alternativo tradicionalnim kemijskim konzervansom, katerih uporaba je
zaradi dokazanih nezaZelenih u€inkov na zdravje omejena (Ladikos in Laugovois, 1990;
Sasikumar, 2001; Hayes in sod., 2011). Uporaba ekstraktov oz. bolj ali manj ¢istih aktivnih
spojin je Se bolj primerna kot uporaba samih rastlin, saj je pri tem nezazelen vpliv na
senzori¢ne lastnosti Zivila minimalen oz. nanje sploh ne vpliva (Sasikumar, 2001).

Glavne sestavine rastlin oz. njihovih ekstraktov, ki izkazujejo protimikrobno in
antioksidativno delovanje v zivilih so fenolne spojine ter druge sestavine eteri¢nih olj zelis¢
in zaCimb (Kéhkdnen in sod., 1999), kot so terpeni, alkaloidi in polipeptidi (Cowan, 1999).
Fenolne spojine so sekundarni metaboliti, katerih osrednja vloga v rastlini je, da jo $¢itijo
pred negativnimi zunanjimi dejavniki — napadi virusov, bakterij, rastlinojedih organizmov in
pred drugimi zunanjimi dejavniki, ki sprozijo nastanek prostih radikalov (Balasundram in
sod., 2006).

Fenolne spojine so heterogena skupina spojin, katerim je skupen vsaj en aromatski obro¢ in
ena ali veC hidroksilnih skupin, ki so direktno vezane na aromatski obro¢. Glede na njihov
osnovni skelet jih razdelimo v naslednje skupine (Balasundram in sod., 2006):

— enostavni fenoli,

— fenolne kisline,

— fenilocetne kisline,

— hidroksicimetne kisline, fenilpropenti,

— naftokinoni,

— ksantoni,

— stilbeni,

— flavonoidi, izoflavonoidi,

— lignani, neolignani,

— bioflavonoidi,

— lignini,

— kondenzirani tanini.

Glavne skupine fenolnih spojin, ki so v rastlinah najbolj zastopane in so pomembne tudi s
prehranskega vidika so: fenolne kisline, flavonoidi in tanini (Balasundram in sod., 2006).

Kot bogat vir fenolnih spojin so se skozi Stevilne raziskave pokazale predvsem razli¢ne

vrste jagodicevja, agrumov, oljke, grozdje, zeleni Caj, zita ter zacimbe in zeliS¢a oz. ekstrakti
pridobljeni iz njih (Kdhkdnen in sod., 1999; Balasundram in sod., 2006).
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Najve¢ raziskav glede protimikrobne in antioksidativne ucinkovitosti je bilo opravljenih
predvsem na ekstraktih grozdja oz. grozdnih tropin in grozdnih pesk, ekstraktih zelenega
¢aja (Mielink in sod., 2006; Perumalla in Hettiarachchy, 2011; Selani in sod., 2011) ter
ekstraktih olj¢nih tropin in listov oljk (Aytul, 2010; Hayes in sod., 2010).

Glede na dobro poznan mehanizem delovanja sestavin rastlinskih ekstraktov so Stevilne
raziskave usmerjene predvsem v iskanje moznosti njihove uporabe in ucinkovitosti pri
podaljSanju obstojnosti zivila v smislu prepreCevanja poslabsanja senzoricnih lastnosti in
hkrati pri preprecevanju tvorbe zdravju Skodljivih snovi med skladiS¢enjem in toplotno
obdelavo Zivila. Fenolne spojine kot snovi z visokim antioksidativnim potencialom v prvi
fazi prepreCujejo oksidacijo lipidov in poslediéno zmanjSujejo moZzZnost za nastanek
aterogenih OH in karcinogenih HAA.

2.4.2 Rastlinski ekstrakti in preprecevanje oksidacije lipidov in holesterola

Med obic¢ajnimi postopki proizvodnje, predelave, skladisenja in toplotne obdelave zivila
potecejo oksidativni procesi, ki vodijo v razvoj nezazelenih senzori¢nih sprememb Zzivila ter
tvorbe zdravju Skodljivih produktov, kot so OH. Te procese lahko upocCasnimo oz.
prepre¢imo na razli¢ne nacine, tudi z dodatkom rastlinskih ekstraktov, ki so bogat vir snovi
z antioksidantivnim delovanjem.

Odkar je znano, da proces oksidacije holesterola poteka po podobnem mehanizmu kot
oksidacija VNMK, preko prostih radikalov, se antioksidanti, ki se uporabljajo za inhibicijo
oksidacije mascob in olj, uporabljajo tudi za preprecevanje oksidacije holesterola
(Valenzuela in sod., 2004)

Antioksidanti so organske v mascobi ali vodi topne substance, ki delujejo tako, da
odstranjujejo aktivne oblike kisika, ki sprozijo fazo iniciacije oksidacije lipidov ali pa tako,
da prekinejo verizno reakcijo oksidacije (Valenzuela in sod., 2003; Janoszka, 2010b).

Pri preprecevanju oksidacije holesterola je klju¢no predvsem to, da antioksidanti lahko
reagirajo s peroksilnimi radikali, ki nastanejo pri oksidaciji mascobnih kislin, saj se pri tem
tvorijo stabilni radikali, ki ne sprozajo nadaljnje reakcije in s tem je onemogocena tudi
oksidacija holesterola (Valenzuela in sod., 2003; Janoszka, 2010b).

Ucinkovitost antioksidantov proti tvorbi OH je odvisna od vrste in koncentracije dodanega
antioksidanta oz. dodane snovi, ki te antioksidante vsebuje (Janoszka, 2010b).

Fenolne spojine so glavne sestavine, ki nosijo antioksidativno funkcijo v rastlinskih
ekstraktih in so poznane tudi kot najbolj ucinkoviti naravni antioksidanti. Za fenolne
antioksidante predpostavljajo, da zaustavijo avtooksidacijo mascob v Zzivilu tako, da se
fenolna spojina (AH) vklju¢i v fazo iniciacije ali propagacije, pri ¢emer AH reagira s
peroksilnim radikalom (LOO)), ki je nastal z oksidacijo mas¢obe. Pri tem antioksidant (AH)
deluje tako, da odda vodikov atom peroksilnemu radikalu (LOO) kar vodi v nastanek
stabilnejSe oblike lipidnega hidroperoksida (LOOH) in fenolna spojina preide v prosti
radikal antioksidanta (A'). Prosti radikal antioksidanta (A, fenoksilni radikal) je relativno
stabilen in obratna reakcija je zelo pocasna. Prosti radikali antioksidanta (A') ne inicirajo
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verizne reakcije avtooksidacije, razen ¢e so prisotni v preseznih koncentracijah in v tem
primeru delujejo kot prooksidanti (Aytul, 2010).

Pri prepreCevanju oksidacije holesterola je kljucna prav reakcija (7) fenolne spojine kot
antioksidanta s peroksidnim radikalom, ki nastane z oksidacijo mascob in le-ta velja kot
glavni sprozilec oksidacije holesterola.

LOO +AH — LOOH + A’ . (7)

Znane so tudi sekundarne reakcije (8-10) prostih radikalov antioksidanta (A'), pri ¢emer A
reagira s peroksilnim (LOO) ali alkoksilnim (LO') radikalom in nastane kopolimer ali
reagira z drugim prostim radikalom antioksidantom. Pri tem nastanejo dimeri ali trimeri, ki
imajo zelo nizko antioksidacijsko sposobnost (Aytul, 2010).

LOO +A — LOO-A ... (8)
LO+A — LO-A ... (9)
A+A —AA ... (10)

Razli¢ne zacimbe in zelisca, ki se v zivilstvu ze vrsto let uporabljajo predvsem kot dodatki
za oblikovanje in izboljSanje arome, so skozi raziskave pokazale tudi pozitivne ucinke pri
preprecevanju oksidacijskih procesov. Kot bogat vir fenolnih spojin z visokim
antioksidativnim uc¢inkom v jedilnih oljih in mesnih izdelkih so se pokazali predvsem
rozmarin, brinove jagode, Zajbelj... Podobno ucinkoviti so ekstrakti zelenjave (Cesen,
¢ebula), ki se sicer ze tradicionalno uporabljajo pri pripravi zivil (Janoszka, 2010) ter tudi
ekstrakti pridobljeni iz stranskih produktov, kot so grozdne tropine in peske, oljcne tropine
ter jabolCne tropine, ki nastanejo pri predelavi grozdja, oljk in jabolk.

Stevilne raziskave glede moznosti aplikativne uporabe ekstraktov za podalj$anje obstojnosti
mesa so bile narejene na ekstraktih rozmarina. Pri tem se je pokazalo, da ima roZmarin zelo
dobro antioksidativno aktivnost, identicno cCistemu a-tokoferolu in vecjo kot butiliran
hidroksitoluen (BHT) (Almela in sod., 2006).

Na trzi$€u je dostopen ekstrakt rozmarina — oleoresin, ki ga pridobivajo iz listov roZmarina
in vsebuje Stiri antioksidativne komponente: karnozol, rozmanol, izorozmanol in
rozmarindifenol. Ta ekstrakt je brez vonja in okusa in tako ne vpliva na senzori¢ne lastnosti
samega zivila. Izkazalo se je, da sta predvsem rozmanol in rozmarindifenol najbolj
ucinkoviti antioksidativni komponenti proti tvorbi OH, celo bolj u¢inkoviti kot BHA in
BHT (Valenzuela in sod., 2003).

Glavne antioksidativne sestavine v rozmarinu so karnozol in karnozolna Kislina,
rozmarinska kislina, rozmanol, izorozmanol in epirozmanol. V izvlecku listov rozmarina
lahko kar 90 % antioksidativnega delovanja pripiSemo karnozolu in karnozolni kislini
(Huang in Zheng, 2006). Karnozolna kislina je glavna antioksidativna komponenta in njena
antioksidativna ucinkovitost je ve¢ kot dvakrat ve¢ja v primerjavi z ostalimi fenolnimi
diterpeni in celo nekajkrat vecja v primerjavi s sintetiénimi antioksidanti, kot sta BHA in
BHT.
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Za rozmanol, rozmarikinon, karnozol velja, da naj bi bili Stirikrat bolj ucinkoviti
antioksidanti kot BHA in podobno u¢inkoviti kot BHT (Fernandez-Lépez in sod., 2005).

Valenzuela in sodelavci (2004) so v svoji raziskavi pokazali, da ima ekstrakt rozmarina med
vsemi preizkuSanimi naravnimi antioksidanti najvecji inhibitorni u¢inek za tvorbo s toploto
induciranih OH.

Fernandez-Lopez in sodelavci (2005) so preizkusali antioksidativno ucinkovitost
vodotopnega in masScobotopnega ekstrakta rozmarina v mesnih kroglicah. Isto¢asno so
testirali tudi ucCinkovitost ekstrakta cCesna in citrusov. Najvi§ja stopnja oksidacijske
stabilnosti mesnih kroglic je bila doseZena v primeru ekstrakta rozmarina, kjer pa niso
ugotovili nobene bistvene razlike v ucinkovitosti med vodnim in mas¢obnim ekstraktom.
Kot glavni antioksidativni komponenti ekstrakta rozmarina so definirali karnozol in
karnozolno kislino. Vse omenjene glavne antioksidativne fenolne komponente ekstraktov
rozmarina delujejo kot primarni antioksidanti, kar pomeni, da reagirajo z lipidnim ali
hidroksilnim radikali in jih tako pretvorijo v stabilne produkte (El-Hameid in El-Badry,
2009) ali pa delujejo kot kelatorji kovinskih (Zelezovih) ionov. Dejstvo, da fenolne
komponente ekstraktov u¢inkovito delujejo tudi kot kelatorji se je izkazalo v primeru boljse
oksidativne stabilnosti kuhane govedine z dodanimi ekstrakti v primerjavi s kontrolo. V tem
primeru namre¢ te fenolne komponente delujejo tako, da kelirajo Zelezov ion, ki se med
kuhanjem sprosti iz mioglobina in je odgovoren za pospeSeno oksidacijo lipidov in
posledi¢no tudi oksidacijo holesterola (Fernandez-Lopez in sod., 2005).

Dodatek ekstrakta rozmarina kot antioksidanta je pozitivno vplival tudi na barvo mletega
govejega mesa med 8-dnevnim skladiS¢enjem. Ekstrakt rozmarina deluje tako, da znizuje
koncentracijo metmioglobina in zviSuje koncentracijo oksimioglobina (Zhang in sod.,
2010). Do podobnih ugotovitev je prisel tudi Djenane skupaj s sodelavci (2002), ki je
pokazal, da dodatek ekstrakta rozmarina skupaj z askorbinsko kislino mocno zavre
oksidacijo lipidov in posledi¢no tvorbo metmioglobina, kar je podaljSalo obstojnost govejih
zrezkov iz 10 na 20 dni.

V evropski kuhinji se kot zacimba tradicionalno uporabljajo tudi brinove jagode, predvsem
v Skandinaviji se dodajajo k mesnim jedem in jim dajo znacilno ostro aromo, ki so
posledica hlapnih komponent eteri¢nih olj (Loizzo in sod., 2007).

Brinove jagode so tudi bogat vir razli¢nih fenolnih spojin in imajo posledicno pomembno
vlogo pri preprecevanju oksidativnih procesov z vezanjem prostih radikalov ali kot kelatorji
kovinskih ionov, ki povzrocajo oksidacijo (Han in Baik, 2008).

Raziskave, ki so jih opravili Miceli in sod. (2011) ter Taviano in sod. (2013), so pokazale, da
se vsebnost skupnih fenolnih spojin izrazenih kot galna kislina razlikuje glede na vrsto brina
in se giblje od 5,14 mg/g (Juniperus oxycedrus L. subsp. Oxycedrus, Joo), 17,89 mg/g
(Juniperus oxycedrus L. subsp. Macrocarpa; Jom) do 48,06 mg/g (Juniperus drupacea).
Opravili so tudi karakterizacijo celotnega fenolnega profila teh vrst brina in pokazali, da so
v vseh treh vrsta prisotni podobni flavonoidi, razlika je le v delezu posameznega flavonoida.
Jom ima visjo vsebnost flavonoidov (12,64 mg/g) kot Joo (4,63 mg/g), kar se odraza tudi na
vecji antioksidativni u¢inkovitosti Jom. Glavna razlika, ki morda odlo¢ilno vpliva na vecjo
antioksidativno ucinkovitost Jom, je prisotnost fenolnih kislin, kot so galna in
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protokatehui¢na kislina ter tirozol. Prevladuje protokatehuic¢na kislina, ki je poznana kot
mocan lovilec prostih radikalov.

V zadnjem casu je veliko pozornosti usmerjene v pridobivanje ekstraktov iz stranskih
produktov, ki nastanejo pri predelavi sadja in zelenjave. Ti stranski produkti so namrec¢
bogat vir fenolnih snovi, hkrati pa predstavljajo tudi veliko obremenitev za okolje.

Eden izmed taks$nih primerov je lubje bora, ki je bil Se pred nekaj leti v lesni industriji
nekoristen odpadek z zelo omejeno uporabo, danes pa ga zaradi velike vsebnosti naravnih
polifenolov uporabljajo v prehrani, farmaciji in zdravstvu (Kidhkonen in sod., 1999).

Glavne fenolne spojine v lubju bora so katehin, epikatehin, taksifolin in fenolne kisline, med
katerimi sta zaradi antimutagenega in antikarcinogenega delovanja pomembna predvsem
katehin in taksifolin, ki kazeta tudi visok antioksidativen potencial (Yesil-Celiktas in sod.,
2009). Borovo lubje vsebuje tudi mascobne kisline, alifatske kisline, smolne kisline, sterole
in druge lipofilne spojine, ki imajo prav tako antioksidativni ucinek in povzrocajo
sinergijske ucinke z drugimi antioksidanti (Braga in sod., 2008).

Med najbolj raziskanimi vrstami bora je francoski obmorski bor Pinus pinaster. 1z lubja te
vrste bora pridobivajo komercialno dostopen izvletek Pycnogenol® (piknogenol), ki vsebuje
65-75 % proantocianidinov, med katerimi glavni del predstavljata katehin in epikatehin.
Izkazalo se je, da ima piknogenol izjemno antioksidativno uc¢inkovitost. To lahko pripiSemo
fenolnim kislinam, polifenolom in zlasti flavonoidom, sestavljenim iz enega ali vec
aromatskih obrocev, na katere je vezana Se ena ali ve¢ hidroksilnih skupin, ki so potencialno
dobri lovilci prostih radikalov (D'Andrea, 2010).

Yesil-Celiktas in sod. (2009) so z LC-MS proucevali kemijsko sestavo §tirih razli¢nih vrst
bora, in sicer P. brutia, P. nigra, P. sylvestris in P. pinea ter jih primerjali s piknogenolom. P,
brutia se je izkazal kot izredno bogat vir taksifolina in tudi katehina, medtem ko so bile pri
piknoegenolu te vrednosti najmanjSe med vsemi preucevanimi vrstami bora. Ob tem so pri
vrstah P. brutia, P. nigra in P. pinea dolocili bistveno vec¢jo sposobnost vezanja prostih
radikalov kot pri P. sylvestris ter piknogenolu, kar lahko razlozimo z manjSo vsebnostjo
skupnih proantocianidinov pri zadnjih dveh.

Pavénik (2013) je v svojem delu pokazala pozitivne antioksidativne ucinke ekstraktov
rozmarina, lubja c¢rnega bora ter piknogenola na prepreCevanje oksidacije med
skladis¢enjem govejih sekljancev obogatenih z n-3 VNMK. Kot najbolj ucinkoviti so se
izkazali ekstrakti rozmarina, ki so upocasnili oksidacijo lipidov in holesterola. Ekstrakti
borovega lubja in piknogenol so ravno tako ucinkovito upocasnili tvorbo oksidov
holesterola, nasprotno pa je v primerjavi s kontrolo prislo do povecanja Stevila TBK, kar
kaze na proces oksidacije lipidov in s tem prooksidativen uc¢inek teh ekstraktov, kar je
verjetno posledica prevelike koncentracije dodanega ekstrakta.

Stevilni in vitro in in vivo poskusi so pokazali pozitivne u¢inke ekstraktov pridobljenih iz
grozdnih in olj¢nih tropin, ki nastanejo kot stranski produkt pri predelavi grozdja oz. oljk.

27



Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Grozdne kozice so predvsem bogat vir flavonolov, medtem ko v grozdnih peskih
prevladujejo oligomerni proantocianidini in manjs$i delez predstavljajo prosti flavanoli
(Perumalla in Hettiarachchy, 2011; Selani in sod., 2011).

Znacilno je, da imajo ekstrakti pridobljeni iz grozdnih pesk bistveno visji antioksidativni
potencial kot ekstrakti iz grozdnih kozic ali mesa. Antioksidativni potencial ekstraktov
grozdnih peSk naj bi bil 20- do 50-krat vec¢ji v primerjavi z vitaminom C in E. Glavne
komponente ekstrakta grozdnih pesk, ki so tudi odgovorne za visoko antioksidativno
uc¢inkovitost, so katehin, epikatehin in epikatehin galat, ki jih uvrS§¢amo med flavonoide oz.
proantocianidine (Perumalla in Hettiarachchy, 2011).

Antiokisdativno delovanje ekstrakta grozdnih peSk se je v in vivo poskusih na mesu
pokazalo z zmanjSano tvorbo primarnih in sekundarnih produktov oksidacije lipidov.
Dokazano je ekstrakt grozdnih pesk antioksidatvno u¢inkovit v razli¢nih vrstah mesa, kot so
surova in kuhana govedina, surova in kuhana svinjina, puranje in piS¢ancje meso, ribe in
ribje olje (Perumalla in Hettiarachchy, 2011).

Brannan in Mah (2007) sta pokazala, da je antioksidativni u¢inek 0,1 % oz. 1 % ekstrakta
grozdnih pesk v razli¢nih vrstah surovega in kuhanega zamrznjenega mesa bistveno vecji od
0,5 % natrijevega trifosfata, ki se pogosto uporablja kot antioksidant v mesu. Ta raziskava je
pokazala, da je ekstrakt grozdnih pesk ucinkovit pri preprecevanju tvorbe primarnih in
sekundarnih produktov oksidacije v hlajenem in kuhanem zamrznjenem mesu.

Ucinkovitost ekstrakta grozdnih pesk je odvisna od vrste mesa. V primeru govejega in
svinjskega mesa je ekstrakt ucinkovit v surovem in kuhanem mesu in nima negativnega
vpliva na barvo mesa. V primeru pis¢an¢jega mesa pa so ugotovili ve¢jo ucinkovitost v
primeru kuhanega mesa kot pri surovem mesu, poleg tega pa so se pojavile nekatere
nezazelene spremembe v vonju, aromi in temnejsi barvi mesa (Brannan, 2009).

Ahn in sodelavci (2007) poroc¢ajo, da se je vsebnost heksanala v kuhanem mletem govejem
mesu med hranjenem v hladilniku ob dodatku ekstrakta grozdnih peSk zmanjSala kar za
92 % v primerjavi s kontrolo, kar pomeni tudi mo¢no zmanjSanje pojava postane arome. To
kaze tudi na to, da je dodatek tega ekstrakta pri preprecevanju oksidacije bolj ucinkovit v
kuhanem kot pa v surovem mesu.

Antioksidativno najbolj u¢inkoviti komponenti plodov oljk ter ekstraktov olj¢nih listov in
tropin sta olevropein in hidroksitirozol, ki je prekurzor olevropeina. Oba imata kateholno
skupino, ki opravlja klju¢no vlogo pri antioksidativnem delovanju. Oba delujeta kot lovilca
superoksidnih radikalov (Aytul, 2010). Aytul (2010) je testiral antioksidativno u¢inkovitost
1 %, 2 % in 3 % vodnega fenolnega ekstrakta oljcnih listov, s katerim je tretiral goveje
meso. Najbolj ucinkovit pri preprecevanju lipidne oksidacije je bil 2 % ekstrakt olj¢nih
listov. NiZja antioksidativna ucinkovitost 1 % ekstrakta je verjetno posledica premajhne
koncentracije fenolov, ki lahko npr. reducirajo Fe’" ione do njihove $e bolj prooksidativne
oblike Fe*” in zaradi premajhne vsebnosti antioksidantov v mediju teh prooksidantov ni
mogoce nevtralizirati. V primeru 3 % ekstrakta pa gre za negativni ucinek prevelike
koncentracije antioksidanta, ko pri redukciji kovinskih ionov, tvori Se bolj reaktivne
produkte (Aytul, 2010).
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Hayes in sod. (2010) so pokazali, dodatek ekstrakta olj¢nih listov kot bogatega vira fenolnih
spojin izboljsa tudi sposobnost mesa za vezavo vode. V zivilu pride do nastanka protein —
fenolnega kompleksa, in sicer sta hidroksilna skupina polifenola in amidna skupina proteina
povezana preko vodikove vezi. Nastanek tega kompleksa pozitivno vpliva na sposobnost
miofibrilarnih proteinov za vezanje vode in posledi¢no boljSo socnost mesa (Hayes in sod.,
2009).

2.4.3 Rastlinski ekstrakti in preprecevanje tvorbe HAA

Z namenom zmanjSanja tvorbe HAA v mesu so bili opravljeni Ze Stevilni poskusi
modifikacij in optimizacije postopkov toplotne obdelave ter uporabe raznih dodatkov, ki
inhibirajo tvorbo HAA. Tvorbo HAA v toplotno obdelanem mesu lahko ucinkovito
zmanjSamo ali celo prepre¢imo z optimizacijo ¢asa zorenja mesa (Polak in sod., 2008; Polak
in sod., 2009), tako da meso obdelujemo krajsi ¢as pri nizji temperaturi (Skog in sod., 1998;
Knize in Felton, 2005; Oz in sod., 2007), s povecano frekvenco obracanja kosov mesa med
pecenjem (Salmon in sod., 2000; Knize in Felton, 2005), z uporabo mikrovalov v
kombinaciji z drugimi nacini toplotne obdelave (Knize in Felton, 2005), s predhodnim
paniranjem (Skog in sod., 2003) ali mariniranjem mesa (Salmon in sod., 1997).

Glede na to, da v procesu tvorbe HAA kot vmesni produkti nastajajo prosti piridinski oz.
dialkil pirazinski radikali, lahko hipoteti¢no sklepamo, da dodatek snovi z visokim
antioksidativnim potencialom ugodno vpliva na zmanj$ano tvorbo HAA v mesu, s tem ko
vezejo nastale proste radikale (Kikugawa, 1999; Vitaglione in Fogliano, 2004). Posamezen
antioksidant ali kompleksna meSanica antioksidantov dokazano inhibira s HAA inducirano
mutagnezo in karcinogenezo. To je rezultat delovanja antioksidantov v razli¢nih fazah
tvorbe HAA, saj antioksidanti lahko delujejo kot lovilci prostih radikalov in tako
onemogocijo tvorbo HAA, ali kot blokatorji encimov, ki sodelujejo pri biotransformaciji in
aktivaciji HAA ter tvorbi DNK-aduktov (Vitaglione in Fogliano, 2004).

Mariniranje mesa pred toplotno obdelavo se je v vecini primerov izkazalo kot ucinkovit
nacin preprecevanja nastanka HAA, saj marinade obic¢ajno vsebujejo komponente z visokim
antioksidativnim potencialom (Gibis in Weiss, 2012).

Pozitiven u¢inek mariniranja so pokazali Salmon in sod. (1997), saj je bila vsebnost PhIP v
mariniranem piS€ancjem mesu 92-99 % manjSa kot v nemariniranem, presenetljivo pa se
poveca koli¢ina MelQx, kar je posledica podaljSanega Casa toplotne obdelave in s tem
izgube antioksidantov ter prisotnosti rjavega sladkorja v marinadi, ki naj bi stimuliral tvorbo
MelQx.

Podoben ucinek so pokazali tudi Quelhas in sod. (2010), ki so goveje meso prehodno
marinirali v marinadi iz zelenega ¢aja. Dolo¢ili so 74 % manjSo koncentracijo PhIP ter 70 %
zmanjSanje vsebnosti skupnih HAA v primerjavi s kontrolo. To je posledica
antioksidativnega delovanja katehinov zelenega caja, ki delujejo kot lovilci prostih
radikalov. Mocan inhibitorni ucinek katehinov zelenega caja potrjuje tudi modelni poskus
(Oguri in sod., 1998), pri Cemer je prislo do zniZanja vsebnosti MelQx na 21 %, PhIP pa na
6,8 % glede na kontrolo. Stevilne pozitivne uéinke je ekstrakt zelenega &aja kot bogat vir
flavonoidov, predvsem katehinov, pokazal tudi pri preprecevanju oksidacije lipidov pri
razli¢nih vrstah mesa (Zhang in sod., 2010).

29



Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Dodatek ekstrakta jabolk, grozdnih pesk, ananasa, ki so bogati s polifenoli zmanjsa tvorbo
HAA v pecenih govejih pleskavicah (Cheng in sod., 2007). Vpliv fenolnih spojin na tvorbo
HAA se je pokazal tudi pri pecenju govejih pleskavic v svezem ekstradeviskem olj¢nem
olju. V primerjavi s peCenjem v rafiniranim oljénem olju se namre¢ tvori bistveno manjsa
koli¢ina PhIP, norharman in harman, bistveno pa se ne zmanjsa tvorba MelQx, ki se o€itno
lazje tvori ob prisotnosti fenolov (Persson in sod., 2003).

Gibis in Weiss (2012) sta za mariniranje govejih sekljancev uporabila ekstrakt grozdnih
pesk v emulziji (voda/olje) ter ekstrakt rozmarina na oljnem nosilcu. Oba ekstrakta sta
pokazala pozitiven ucinek, saj se je tvorba PhIP in MelQx zmanjSala za 57-90 %. Pri tem
nosilec ekstrakta bistveno ne vpliva na tvorbo HAA, saj tako lipofilni in hidrofilni ekstrakti
vsebujejo polifenole, ki inhibirajo tvorbo HAA.

Murkovic in sod. (1998) ugotavljajo, da dodatek rozmarina, timijana in zajblja v goveje
sekljance za 60 % zmanjSa koncentracijo nastalih HAA v primerjavi s kontrolo. Balogh in
sod. (2000) so pokazali, da dodatek rozmarinovega oleoresina v goveje pleskavice zmanjsa
tvorbo PhIP po toplotni obdelavi za 44 % glede na kontrolo. Prav tako je dodatek ekstrakta
rozmarina oljénemu olju, ki so ga uporabili za cvrenje govejih pleskavic, zmanjSal vsebnost
skupnih HAA (Persson in sod., 2003).

Mocan vpliv na redukcijo nastalih HAA pri toplotni obdelavi, predvsem MelQx, ima tudi
ekstrakt bora (Ahn in Griin, 2006).

Na trgu so dostopne tudi komercialne marinade, ki obicajno vsebujejo meSanico razli¢nih
zaCimb, ki so bogate s polifenolnimi antioksidanti, ki ucinkovito zmanjSujejo tvorbo
skupnih HAA v mariniranih in na Zaru pecenih zrezkov za 57 pa celo do 88 %. Najbolj
zastopane antioksidativne komponente v teh marinadah so bile karnozol ter karnozolna in
rozmarinska kislina (Alaejos in Afonso, 2011).

Nasprotno, je v nekaterih primerih prislo celo do prooksidativnega ucinka nekaterih
dodatkov, kar se je odrazilo v povecani tvorbi nekaterih HAA. Ti nasprotujoci si ucinki
marinad na tvorbo HAA so povezani predvsem z vrsto in koncentracijo antioksidanta (Gibis
in Weiss, 2010), ter na¢inom, temperaturo in ¢asom toplotne obdelave mariniranega mesa
(Salmon in sod., 1997; Lan in sod., 2004; Demasius in sod., 2011). Na tvorbo HAA vpliva
tudi ¢as mariniranja, saj so Busquets in sod. (2006) pokazali, da se koli¢ina 8-MelQx, 4,8-
MelQx, PhIP in 4-OH-PhIP v pecenih pis¢ancjih prsih po enournem mariniranju v vinu
poveca, nasprotno pa se po 24-urnem mariniranju koli¢ina teh HAA moc¢no zmanjsa.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

Eksperimentalni del je potekal v ve¢ sklopih, v okviru katerih smo opravili ekstrakcijo in
karakterizacijo rastlinskih ekstraktov, dolocili mascobnokislinsko sestavo pisc¢an¢jega mesa
in njegovo oksidativno stabilnost ter vsebnost nastalih oksidov holesterola in HAA v
pripravljenih pis€¢ancjih sekljancih in mariniranem pis¢anc¢jem mesu pri dolocenih pogojih
skladis¢enja in toplotne obdelave. Shema poteka celotnega eksperimentalnega dela je
prikazana na sliki 4.

V prvem sklopu smo iz razli¢nih rastlinskih materialov (brinove jagode, rozmarin, lubje
bora, jabol¢ne, olj¢ne in grozdne tropine) pripravili ekstrakte in dolocili vsebnost
posameznih in skupnih fenolnih spojin ter ovrednotili antioksidativho ucinkovitost
ekstraktov. Dolo¢ene ekstrakte smo v naslednjih sklopih aplicirali v piS€¢ancje sekljance oz.
jih uporabili v marinadah. V sodelovanju z Nacionalnim inStitutom za biologijo (NIB) smo
testirali tudi morebitno citotoksic¢nost in genotoksi¢nost nekaterih rastlinskih ekstraktov.

V naslednjem sklopu smo samo nekatere v prvem sklopu pridobljene ekstrakte vezali na
razli¢ne nosilce (sol, skrob). Tako vezane ekstrakte smo dodali zmletemu pis¢ancjemu fileju
ter oblikovali sekljance, ki smo jih nato toplotno obdelali na dvoplo$s¢nem zaru in v njih
dolocili vsebnost posameznih in skupnih HAA. V tem sklopu smo na pis¢ancjih filejih
(nemariniranih) opravili tudi predposkus, v katerem smo ovrednotili razlicne vplive,
obogatitev mesa z n-3 VNMK, uporabo razlicnih nainov toplotne obdelave in stopenj
pecenosti, na tvorbo HAA.

Tretji sklop je bil najobseznejsi in je zajemal pripravo marinad z ekstraktom brinovih jagod
(BR4), vezanim na razli¢ne nosilce (sol, skrob in olje). S temi marinadami smo marinirali
obicajnih pogojih skladisc¢enja ((4 = 1) °C). Vzorce smo odvzeli 1., 5. in 9. dan skladiScenja,
vsaki¢ na presnih vzorcih dolo€ili oksidativno stabilnost (Stevilo TBK ter vsebnost
posameznih in skupnih OH) in izmerili barvo. Ob vsakem odvzemu smo vzorce tudi
toplotno obdelali (Ts, 82+ 1 °C), pri ¢emer smo uporabili tri razli¢ne postopke toplotne
obdelave (dvoplos¢ni Zzar, peCica in peCica z infrardeCimi zarki). Sledili sta senzoricna
analiza in priprava vzorcev za kemijsko analizo (Stevilo TBK, vsebnost posameznih in
skupnih HAA ter OH).

V zadnjem sklopu smo preucevali vpliv razli¢nih nacinov pakiranja in obogatitve mesa z n-
3 VNMK na oksidativno stabilnost in tvorbo HAA v komercialno proizvedenih piS¢ancjih
sekljancih. Del sklopa je potekal v podjetju Pivka perutninarstvo d.d., kjer je potekala
izdelava sekljancev.

Za izvedbo poskusov od sklopa II do IV smo uporabili meso piSancev — brojlerjev
provenience Ross 308 iz redne kontrolirane vzreje podjetja Pivka perutninarstvo d.d.. V teh
sklopih so vzporedno potekali poskusi na mesu brojlerjev, krmljenih s konvencionalno
(obicajno) krmo, ki so predstavljali kontrolno skupino (kontrola) ter tistih, ki so bili krmljeni
z n-3 VNMK obogateno mesanico zit. Dodatek lanenega semena predstavlja naravni vir n-3
VNMK v koli¢ini, ki zagotavlja veliko vsebnost #n-3 VNMK v mesu teh piscancev (n-3). S
kontrolirano proizvodnjo od priprave krme, vzreje pa do koncne predelave mesa podjetje
zagotavlja proizvodnjo piS¢ancjega mesa z ugodnim razmerjem n-6/n-3 VNMK (4,5:1), za
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kar je pridobilo tudi nacionalni certifikat Visja kakovost (33203-35/2008/10) z nazivom
'Pivski pisS€anec z Omega 3'.

sklop material aktivnost obdelava analiza
skupne fenolne spojine
(Folin-Ciocalteau)
. rastlinski | .. . posamezne fenolne spojine
sklop I material ekstrakcija ekstrakti (LC-MS)
citotoksi¢nost (MTT, MTS)/
genotoksic¢nost (test komet)
vezava ekstraktov
na nosilce
(8krob, sol, olje)
sklop I meso sekljanci z toszt;:; (zll)d:elava HAA
Bl (obicajen, n-3) | dodanimi ekstrakti (82 j:, I)So ) B (LC-MS)
meso toplotna obdelava
L predposkus | (obicajen, n-3) (zar, pecica, IR,
obieajen, T, = (82/95£1)°C)
mariniranje |
(ekstrakt brinovih vrednotenje senzori¢nih lastnosti
jagod)
I
sklop mini file pakiranje (t;frl Ogrelzig:dﬁl{a‘? HAA
111 (obicajen, n-3) (MAP, VP) — 82+ 1)°C) (LC-MS)
[
s(lilagi IZCZEJie holesterol, OH
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vrednotenje senzori¢nih lastnosti
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Slika 4: Shematski prikaz celotnega eksperimenta po posameznih sklopih
Figure 4: Pathway of whole experiment in individual parts
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3.1 MATERIAL ZA RAZISKAVO IN NACRT DELA

3.1.1 Sklop I: Karakterizacija rastlinskih ekstraktov

Ekstrakte smo pripravili iz razli¢nih rastlinskih materialov. Kot je razvidno iz preglednice 4
smo pri tem uporabili brinove jagode, nabrane na razlicnih podroc¢jih, kupljene brinove
jagode, lubje razli¢nih vrst bora ter svez in kupljen (suh) rozmarin. Poleg tega smo pripravili
tudi ekstrakte iz jabol¢nih, grozdnih in olj¢nih tropin, ki nastajajo kot stranski produkt oz.
odpad v procesih predelave. V okviru sklopa I smo testirali tudi citotoksicnost in
genotoksi¢nost izbranih ekstraktov na celi¢ni liniji humanega hepatoma, HepG2.

Preglednica 4: Rastlinski material za pripravo ekstraktov in oznake ekstraktov
Table 4: Plant material for plant extracts and their codes

Oznaka Ekstrakt uporabljen Ekstrakt

rastlinskega Rastlinski material v sklopu I uporabljen

ekstrakta (testi MTS, MTT, komet) v sklopu II
BR1 brinove jagode (Vol¢e, 550 m n.m.v.) X X
BR2 brinove jagode (Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.)
BR3 brinove jagode (kupljen) X X
BR4 brinove jagode (Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.; sveZe nabrane) X X
LBI lubje ¢rnega bora (obmocje Kopra) X
LB2 lubje ¢rnega bora (Vremscica, 1000 m n.m.v.) X
LB3 lubje ¢rnega bora (Vol¢e, 550 m n.m.v.) X x
LB4 lubje rdecega bora X X
LB5 lubje zelenega bora x X
LB6 lubje pinje (obmocje Kopra) x X
ROZ1 svez rozmarin (domac) X
ROZ2 suh rozmarin (Kotanyi) x x
ROZ3 suh rozmarin (Maestro) X X
ROZ4 suh rozmarin (obmocje Kopra) X X
JT1 jabol¢ne tropine sorte Idared X
T2 jabol¢ne tropine sorte Gloster X
JT3 jabol¢ne tropine sorte Mutsu X
OT1 olj¢ne tropine sorte Belica X
O0T2 oljéne tropine sorte Crnica X
GT1 grozdne tropine sorte Refosk x
GP1 grozdne peske sorte Refosk X

3.1.1.1 Priprava rastlinskih ekstraktov

Rastlinske ekstrakte smo pripravili po postopku kot prikazuje shema na sliki 5. Jabol¢ne,
olj¢ne in grozdne tropine ter grozdne peske smo najprej posusili v susilniku (Instrumentaria
ST — 01/02; 24 h, (40+1)°C). Nadaljnje faze priprave ekstraktov so bile pri vseh
rastlinskih materialih enake. V erlenmajerico s pokrovékom smo zatehtali 6 g predhodno
posuSenega in zmletega (Grindomix GM 200, Retsch, Nemcija) posameznega rastlinskega
materiala ter dodali 200 ml 70 % prehrambenega etanola (Itrij d.o.o., 3002.9910). Sledilo je
30-min stresanje na stresalniku (IKA minishaker MS2) pri pogoju 180 min™ in sobni
temperaturi. Raztopine smo nato prefiltrirali skozi naguban filter papir (najprej tehni¢ni
filter papir Sartorious, grade: 388; nato tehni¢ni filter papir Sartorious, grade: 391). Vse
skupaj smo prelili v 200 ml buc¢ke in s 70 % prehrambenim etanolom (Itrij d.o.o.,
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3002.9910) dopolnili do oznake. Etanolne ekstrakte smo do uporabe skladis¢ili v hladilniku
pri temperaturi (4+1)°C. V tako pripravljenih etanolnih ekstraktth smo doloc¢ili
koncentracijo skupnih (Folin-Ciocalteu) in posameznih fenolnih spojin (LC-MS). Pred
trdno fazo (SPE) (glej sliko 5). S testi MTS, MTT in komet smo dolocili tudi njihovo
morebitno citotoksicno in genotoksi¢no aktivnost.

tropine, jabolk, oljk in
grozdja, grozdne peske

brinove jagode, lubje bora, rozmarin

susenje |

|
| mletje ‘
I
zatehta (6 g) + dodatek
200 ml Et-OH
I
| stresanje (180/min, 30 min) ‘
I
| filtracija ‘
|
etanolni ekstrakti
(skladiscenje pri sobni
temperaturi (25 £ 2) °C) in
temperaturi hladilnika (4 +
1°C))
|
| centrifugiranje |
I
| SPE |
|
dolo¢anje posameznih doloc¢anje skupnih fenolnih dolocanje citotoksicnosti (testi: MTT,
fenolnih spojin spojin MTS) in genotoksi¢nosti
(LC-MS) (Folin-Ciocalteu) (test komet)

Slika 5: Shematski prikaz prvega sklopa — priprava rastlinskih ekstraktov in njihova
karakterizacija
Figure 5: Pathway of part I — preparation and characterization of plant extracts

3.1.1.2 Celi¢na linija HepG2

Celicna linija HepG2 izvira iz ¢loveSkega primarnega hepatocelularnega karcinoma in
celice imajo neskoncno zmoznost delitve. Izbrali smo jih, ker imajo ohranjeno aktivnost
nekaterih encimov I. (citokromi P450) in II. (sulfotransferaze, N-acetiltransferaze,
glukuranoziltransferaza in glutation-S-transferaze) metabolne faze, ki so pomembni pri
aktivaciji in detoksifikaciji mutagenov, ki delujejo na DNK. Posledi¢no celice HepG2 bolje
odrazajo metabolizem takSnih snovi in vivo kot drugi eksperimentalni modeli z metabolno
nekompetentnimi celicami in eksogenimi aktivacijskimi meSanicami (Knasmiiller in sod.,
1998b). Te celice so, v nasprotju testnimi bakterijskimi celicami in ve€ino sesalskih celic,
sposobne pretvarjati indirektne mutagene v koncno mutageno obliko brez dodajanja
encimov za aktivacijo promutagenov (Knasmiiller in sod., 2004). 1z tega razloga bolje
odrazajo dogajanja v CloveSkem organizmu in so rezultati testiranj na teh celicah bolj
relavantni za predvidevanje ucinkov v c¢loveskem organizmu kot rezultati pridobljeni z
drugimi testnimi sistemi, kjer se kot testni organizmi uporabljajo bakterije ali rastline.
Celi¢na linija HepG2 je uveljavljena v Studijah genotoksi¢nosti direktnih in indirektnih
mutagenov (Knasmuller in sod., 1998a; Valentin-Severin in sod., 2003; Knasmuller in sod.,
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2004). Celice HepG2 izrazajo tudi tumor supresorski gen P53 in njegove transkripcijske
tarCe, zato so primerne za raziskavo odziva celic na poskodbe DNK (Bressac in sod., 1990).

3.1.1.3 Gojenje in presajanje celic HepG?2 in vitro

Celi¢no linijo HepG2 je poklonil dr. Firouz Darroudi (Oddelek za kemijsko mutagenezo,
Univerza v Leidnu, Nizozemska) in jo hrani Nacionalni inStitut za biologijo, oddelek za
gensko toksikologijo in biologijo raka v Ljubljani.

Celi¢no linijo HepG2 smo imeli shranjeno v tekocem dusiku (-196 °C). Po odmrznitvi smo
celice gojili v plastenkah s perforiranim zamaskom za gojenje celi¢nih kultur s povrSino 75
cm’® (Costar, Corning Corporation, ZDA) v goji§¢u za celi¢no kulturo HepG2 (sestava v
Prilogi E) in inkubirali v inkubatorju (Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija) pri
temperaturi 37 °C in 5 % CO, vlazni atmosferi. Delo s celicnimi linijjami je potekalo v
brezprasni komori (Iskra, Slovenija), torej v popolnoma sterilnih pogojih. Poleg sterilnih
pogojev je pri delu s celicnimi linijami pomembno, da gojisce ter vse ostale dodatke in pufre
predhodno temperiramo v vodni kopeli na 37 °C. Pritrjene celicne linije so rasle na dnu
plastenke in, ko so dosegle 70 do 80 % konfluenco, smo jih presadili v novo sterilno
plastenko (Costar, Corning Corporation, ZDA). Najprej smo sterilno odstranili izrabljeno
gojisce in nato pritrjene celice spirali s 5 ml 1x PBS (pripravljen iz 10x PBS, iz angl.
phosphate buffered saline; PAA, H15-011), da smo popolnoma odstranili staro gojisce in
mrtve celice. Odstranitev starega gojiS¢a je pomembna za ucinkovito delovanje tripsina
(proteoliticni encimi, ki razgrajujejo medcelicne povezave), saj se v gojis¢u nahaja FBS
(serum govejega zarodka, PAA, A15-104), ki inaktivira tripsin. Sprane celice smo nato
tretirali z 1,5 ml 0,1 % tripsina za celice HepG2 (sestava v Prilogi E) in pustili delovati 3 do
5 min v inkubatorju (Kambic, laboratorijska oprema, Slovenija) pri 37 °C in 5 % CO,.
Delovanje tripsina smo spremljali pod svetlobnimi mikroskopom (Reichert-Jung, Avstrija)
in takoj, ko smo opazili, da so se celice v celoti odlepile od podlage, smo zaustavili
delovanje tripsina tako, da smo dodali gojisce (5 ml). Sledilo je 5-min centrifugiranje pri
800 obratih/min (centrifuga tip 3K15). Odstranili smo supernatant in celice nato
resuspendirali v 5 ml svezega gojis€a. Celi¢no suspenzijo smo potem 8- do 10-krat nezno
potegnili s pomocjo brizge skozi injekcijsko iglo in na ta nacin dobili suspenzijo
posameznih celic. Sledilo je Stetje celic. Za presajanje celic, zamrzovanje celi in za
nadaljnje poskuse smo namre¢ morali dologiti §tevilo Zivih celic. Stevilo in gostoto celic
smo dolocali s Stetjem v Burker-Tiirkove komori. Gre za metodo barvanja z raztopino tripan
modrega barvila (Sigma, T-8154) v razmerju 1:5. Pri tem se obarvajo samo celice s
poskodovano membrano, torej mrtve celice. Vitalne celice so pravilnih oblik, brezbarvne in
se rumeno svetijo, saj je intaktna membrana neprepustna za barvilo. Viabilnost celic mora
biti ve¢ja od 95 %. Najprej smo odpipetirali 10 pl celiéne suspenzije in dodali 40 pl tripan
modrega barvila (Sigma, T-8154). Nato smo 10 pl te meSanice nanesli na hemocitometer in
pod svetlobnim mikroskopom (Reichert-Jung, Avstrija) presteli zive celice. Stevilo celic/ml
smo izracunali po enacbi:

N=%><5><104 ... (11)

n je $tevilo celic v &tirih kvadratkih hemicitometra, N je stevilo celic v 1 ml suspenzije. Stevilo 5 predstavlja 5-kratno redgitev celic v
tripan modrem barvilu, z 10* pa pomnoZimo, ker je volumen suspenzije na podro&ju enega kvadrata 1/10.000 ml.
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3.1.2 Sklop II: Vezava rastlinskih ekstraktov na razli¢ne nosilce in njihov vpliv na
tvorbo HAA v pis¢ancjih sekljancih, obogatenih z n-3 VNMK

Izbrane, v sklopu I pridobljene, ekstrakte rozmarina, brinovih jagod in lubja bora
(Preglednica 4) smo vezali na dva razli¢na nosilca — sol (fino mleta morska sol, Droga) in
Skrob (Maisita, Agrana Starke GMBH). Tako vezane ekstrakte smo dodali zmletemu
pis¢an¢jemu fileju ter oblikovali sekljance, ki smo jih nato toplotno obdelali na
dvoplos¢nem Zaru (Silex, Model Kitchen Genius 610.95%, Nem¢ija) (temperatura plos¢
zara, T3, (220 £ 3) °C); sredis¢na temperatura, T, (82 £ 1) °C), in v njih dolocili vsebnost
posameznih in skupnih HAA.

Predhodno smo na piScancjih filejih (nemariniranih) opravili predposkus, v katerem smo
vrednotili razlicne vplive, obogatitev mesa z n-3 VNMK, uporabo razlicnih nacinov
toplotne obdelave in stopenj pecenosti, na tvorbo HAA. Na podlagi rezultatov tega
predposkusa smo se namre¢ odlocili, da bomo sekljance z dodanimi ekstrakti iz tega sklopa
toplotno obdelali na dvoploS¢nem zaru, saj se je pri tem nacinu tvorilo najve¢ HAA.

3.1.2.1 Material

V sklopih IT do IV smo uporabili meso pis¢ancev, krmljenih na dva nacina. V obeh primerih
gre za piScance iz redne kontrolirane vzreje podjetja Pivka perutninarstvo d.d.. Prvo skupino
so predstavljali piScanci, krmljeni z meSanico zit, ki ni vsebovala lanenega semena
(obicajen). Druga skupina pa so bili piS€anci, krmljeni z meSanico, ki je poleg Zit vsebovala
tudi mleto laneno seme (4,5 %; za ta deleZ se zmanjSa delez koruze) (n-3-obogaten).

Preglednica 5: DeleZi n-3 in n-6 VNMK ter razmerje n-6/n-3 VNMK v obi¢ajni in z mletim
lanenim semenom obogateni prehrani piS¢ancev

Table 5: Levels of n-3 and n-6 PUFAs and n-6/n-3 PUFA ratios in the control and ground-
flaxseed-enriched diets of the chickens

VNMK (g/100 g skupnih mascobnih kislin)

Krma Prehrana pis¢ancev n-3 n-6 Razmerje n-6/n-3

Finisher 1  obicajna 3,04 36,40 11,98
n-3—obogatena 10,83 35,55 3,28

Finisher 2 obicajna 2,99 35,69 11,95
n-3—obogatena 11,22 35,75 3,19

Finisher 1, od 11- do 21-tega dneva starosti; Finisher 2, od 21-tega dneva naprej do zakola
Finisher 1, from 11-21 days; Finisher 2, from 21 days to slaughter

V poskus je bilo vkljucenih 8000 pisc¢ancev provenience Ross 308, krmljenih ad libitum. Od
tega je bilo 4000 piscancev krmljenih s konvencionalno (obi¢ajno) meSanico (koruza,
je€men, triticala, pSeni¢ni otrobi, lucerna, olje, proteinske komponente, aminokislini
metionin in lizin, apnenec, natrijev klorid, monokalcijev fosfat, meSanice vitaminov in
mineralov ter veziva). Drugih 4000 piScancev je bilo krmljenih z n-3 VNMK obogateno
mesanico zit (mleto laneno seme kot naravni vir n-3 VNMK v koli¢ini, ki zagotavlja veliko
vsebnost 7-3 VNMK v mesu teh piS¢ancev). Krma piS¢ancev obeh dveh eksperimentalnih
skupin je natan¢neje predstavljena v preglednici 5.

Pis¢anci obeh eksperimentalnih skupin, kontrolne in #-3, so bili v starosti 42 dni in po 12-

urnem postu zaklani po standardnem postopku. PiS€anci broilerji so bili elektri¢no
omamljeni, po zakolu je sledila 2-minutna izkrvavitev. Trupi so bili po parjenju (63 £ 1 °C,
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45 s) mehansko oskubljeni. Sledila je mehanska evisceracija, potem ko je temperatura
trupov dosegla srediScno temperaturo ((4 £ 1) °C; priblizno 2,5 h post mortem), pa je sledil
razsek trupov. Za izvedbo posameznega sklopa smo nato uporabili dolo¢en del piS¢ancjega
trupa, kar je pri vsakem sklopu tudi navedeno.

3.1.2.2 Izvedba predposkusa

V okviru predposkusa smo uporabili polovice svezega fileja (m. pectoralis superficialis), jih
stehtali (tehtnica Soehle, Nemcija) in nato toplotno obdelali do dveh razlicnih srediS¢nih
temperatur (Ts), (82 0z. 95 £ 1) °C) (vbodni termometer Testo 0554 1765 USB-Interface,
Nemcija). Pri tem smo uporabili tri razlicne postopke toplotne obdelave, in sicer pecenje na
dvoplos¢nem Zaru s teflonsko prevleko (Silex, Model Kitchen Genius 610.95%, Nemg&ija) in
temperaturo plos¢ (220 + 3) °C, pecenje v pecici (Gorenje) pri temperaturi (220 + 3) °C in
infrardeéi peéici (pedica IR; Gorenje) pri temperaturi (200 + 3) °C. Cas toplotne obdelave
pri posameznem postopku je razliCen, saj je pogojen s samim postopkom, z zeleno Tg ter
maso samega fileja, in se posledicno giblje med 40 in 70 min. Pri posameznem postopku
toplotne obdelave smo pripravili po Sest polovic filejev piS€ancev, krmljenih z obicajno
krmo (kontrola), pri ¢emer so bili trije obdelani do Ts (82 £ 1) °C) in ostali trije do Ts
(95 £1)°C). Vzporedno smo pri enakih pogojih pripravili tudi Sest polovic filejev
pis€¢ancev, krmljenih s krmo obogateno z n-3 VNMK (n-3). Skupaj smo pripravili 36
vzorcev, za vsak nacin toplotne obdelave po tri paralelke.

piscandji file piscandji file, obogaten z n-3
(obicajen) VNMK (n-3-obogaten)

pecenje na zaru
(Tz=(220£3) °C;
T,=(82/95+1)°C)
|

pecenje v pecici
(Tp = (220 £+ 3) °C;
T,=(82/95 £ 1) °C)
|

pecenje v infrardeci pecici
(Tir = (200 £ 3) °C;
T, =(82/95+ 1) °C)

vrednotenje senzori¢nih dolocanje HAA
lastnosti (LC-MS)

Slika 6: Shematski prikaz predposkusa
Figure 6: Pathway of the pre-experiment

3.1.2.3 Vezava rastlinskih ekstraktov na nosilce

Na dva nosilca (sol in Skrob) smo vezali ekstrakte, ki smo jih pripravili v sklopu I
(Preglednica 4). Vezavo ekstraktov na sol smo opravili tako, da smo v 100 ml stekleno
bucko najprej odpipetirali 10 ml ekstrakta, zatehtali 10 g soli ter na koncu dodali Se 50 ml
70 % prehrambenega etanola (Itrij d.o.o., 3002.9910). Vse skupaj smo dobro premesali in
nato je na rotavaporju (Biichi, Rotavapor R-114® z Vac V-500, Svica) sledilo odparevanje
etanola in vode do suhega (pri polnem vakuumu - 5 mbar). V primeru vezave ekstraktov na
Skrob smo zatehtali 10 g Skroba in odpipetirali 10 ml ekstrakta, premesali in vzorce nato
susili v mikrovalovni pecici (900 W). Zaradi hitrega izhlapevanja etanola je bilo potrebno v
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primeru uporabe mikrovalovne pecice susenje izvajati v kratkih intervalih (15-20 s) in vmes
vzorce veckrat temeljito premesSati in paziti, da se ne pregrejejo. V zadnji fazi je v obeh
primerih sledilo Se kon¢no susenje v susilniku (S-50, Kambi¢ laboratorijska oprema; ((40 +
1) °C, 12 h). Na koncu smo suhe vzorce fino zmleli v mlincku.

3.1.2.4 Priprava sekljancev

Za pripravo sekljancev smo uporabili miSico prsnega fileja (m. pectoralis superficialis)
pisc¢ancev iz obeh skupin (obicajen, n-3-obogaten) (postopek vzreje in zakola piS€ancev je
opisan v tocki 3.1.2.1). File smo zmleli v mlinu (Grinndomix GM 200, Retsch, Nemc¢ija) in
dodali po 1,6 % soli oz. Skroba z vezanim posameznim ekstraktom (postopek vezave je
opisan pod tocko 3.1.2.3). Vse skupaj smo dobro premesali v meSalniku in s petrijevkami
oblikovali sekljance (100 g), jih stehtali in nato toplotno obdelali na dvoplos¢nem Zaru (T =
(220+3) °C; Ts = (82 + 1) °C). Sledila je kon¢na priprava in shranjevanje sekljancev za
nadaljnje kemijske analize kot je podrobno opisano pod tocko 3.1.2.2 ter prikazano na sliki
7.

piscandji file piscandji file

oblikovanje sekljancev

pecenje sekljancev
na dvoplos¢nem zaru

(Tz= (220 £ 3) °C; T,= (82 + 1) °C)
I [

tehtanje sekljancev
po toplotni obdelavi
I I

odstranitev povrsinskega sloja sekljancal

(skorja)
I I

tehtanje skorje/sredice

mletje skorje/sredice

hranjenje (zmletih) vzorcev v

zamrzovalniku (T = (-30 + 1) °C)
I I

dolo¢anje HAA (LC-MS)

(obicajen) obogaten z n-3 (n-3-obogaten)
mletje
kontrola kontrola
(sol/skrob) (sol/skrob)
ekstrakti vezani ekstrakti vezani
na sol na sol

ekstrakti vezani ekstrakti vezani

na Skrob na Skrob

mesanje

Slika 7: Shematski prikaz poteka osrednjega poskusa sklopa II
Figure 7: Pathway of the main experiment of part II
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Za vsako skupino (obi¢ajen, n-3-obogaten) smo pripravili skupaj po 64 sekljancev. V
primeru vezave na sol smo imeli skupno 12 razli¢nih ekstraktov, na Skrob pa smo vezali 13
razliénih ekstraktov, kar pomeni, da smo skupaj imeli 24 oz. 26 vzorcev, saj smo vse
sekljance pripravljali v dveh paralelkah. Ostali vzorci so bili kontrola — samo dodatek soli
o0z. Skroba brez vezanih ekstraktov.

3.1.3 Sklop III: Marinade z ekstraktom brinovih jagod in njihov vpliv na tvorbo
produktov oksidacije in HAA v piS¢anc¢jih mini filejih, obogatenih z n-3 VNMK

Sklop III je nadaljevanje oz. nadgradnja sklopa II, kljub temu da so poskusi v posameznem
sklopu potekali popolnoma neodvisno. Namen tega sklopa je bil predvsem ovrednotiti vpliv
mariniranja na tvorbo HAA in oksidativno stabilnost pis¢an¢jega mesa. Zato smo piscancje
mini fileje marinirali v marinadah z dodatkom ekstrakta brinovih jagod (BR4, preglednica
4). Ekstrakt brinovih jagod smo predhodno vezali na tri razli¢ne nosilce (sol, Skrob in olje),
preko katerih smo ga aplicirali v marinade. Natanc¢en potek poskusa je predstavljen na sliki
8, iz katere je razvidno, da smo tudi v tem sklopu izvedli poskus na obicajnem pis¢ancjem
mesu (obi¢ajen) in obogatenem z n-3 VNMK (n-3-obogaten).

3.1.3.1 Vezava ekstrakta brinovih jagod na olje

V erlenmajerico smo zatehtali 18 g predhodno fino zmletih brinovih jagod in dodali 250 ml
olja (100 % soncnicno olje Cekin Vital, tovarna olja Gea) ter vse skupaj postavili za 1 h na
ultrazvocno kopel (Bransonic 3510E — DTH, Branson, Nemcija). Sledila je filtracija skozi 5
plasti gaze v 250 ml bucko in dopolnitev z oljem do oznake.

3.1.3.2 Priprava marinad

Predhodno smo pripravili $tiri marinade, pri ¢emer je bila ena kot kontrolna marinada.
Kontrolno marinado smo pripravili tako, da smo zatehtali po 1 g soli (fino mleta morska
sol), Skroba (Maisita, Agrana Starke GMBH) in olja (100 % soncni¢no olje Cekin Vital,
tovarna olja Gea) ter 2 g vode na 100 g mesa. Vse komponente smo temeljito zmesali v
mesSalniku (HR2860, Philips), da smo dobili homogeno zmes, ki smo jo nato uporabili za
mariniranje. Po enakem postopku smo pripravili tudi ostale tri marinade, v katere smo
dodali ekstrakt brinovih jagod, predhodno vezan na tri razli¢ne nosilce. Pri prvi marinadi
smo ekstrakt brinovih jagod vezali na sol, pri drugi na Skrob in pri tretji marinadi na olje.
Vse ostale komponente in njihove zatehte so bile enake kot pri pozitivni kontrolni marinadi.
Postopek vezave ekstrakta brinovih jagod na sol oz. Skrob je opisana pod tocko 3.1.2.3, na
olje pa pod tocko 3.1.3.1.

3.1.3.3 Mariniranje, pakiranje in toplotna obdelava mini filejev

Za izvedbo eksperimenta smo uporabili mini fileje (m. pectoralis minor) pis€ancev,
krmljenih z obi¢ajno krmo (obi¢ajen), in piS€ancev, krmljenih s krmo obogateno z n-3
VNMK (n-3-obogaten). Znotraj posamezne skupine smo imeli glede na vrsto marinade Stiri
podskupine (slika 8). Za vsako podskupino smo odbrali 38 mini filejev, vse skupaj stehtali
in dodali ustrezno koli¢ino marinade glede na maso mesa (glej tocko 3.1.3.2). Sledilo je
pakiranje mariniranih mini filejev. Iz vsake podskupine smo pripravili po tri embalazne
enote (3 x 12 mariniranih mini filejev = 36) (polipropilenski pladenj, G0O18110, Marcato Sp.
Z.0.0., Poljska; PP/PE folija, Lin Top PP HB A 50; Linpac Plastic Pointivy, Francija),
pakirane v modificirano atmosfero (30 % CO;, 20 % O,, 50 % N;), in eno vakuumsko
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pakirano embalazno enoto (1 x 2 marinirana mini fileja). Vse embalazne enote smo nato

vve

(Ie po eno vakuumsko pakirano embalazno enoto smo hranili do devetega dneva). Ob
vsakem vzorCenju (1., 5. in 9. dan) smo na presnih mini filejih najprej instrumentalno
izmerili barvo. En del mini filejev (4) iz posamezne podskupine smo zmleli in nato
vakuumsko zapakirali ter jih zamrznili do nadaljnjih analiz, preostali del mini filejev (8) pa
smo toplotno obdelali do T, (82 + 1) °C. Za toplotno obdelavo smo uporabili tri razli¢ne
postopke, in sicer pecenje na Zaru, pecenje v pecici in pecenje v pecici IR (enaki pogoji kot
pri tocki 3.1.2.2). Vsi nadaljnji postopki obdelave, priprave in shranjevanja so prikazani na

sliki 8.

piscancji mini file
(obicajen)

kontrolna marinada
(brez ekstrakta)

pisc¢ancji mini file,
obogaten z n-3 VNMK

(n-3-obogaten)
I

kontrolna marinada
(brez ekstrakta)

marinada — brinov
ekstrakt vezan na sol

marinada — brinov
ekstrakt vezan na Skrob

mariniranje

marinada — brinov
ekstrakt vezan na sol

marinada — brinov
ekstrakt vezan na Skrob

marinada — brinov
ekstrakt vezan na olje

marinada — brinov
ekstrakt vezan na olje

pakiranje (MAP in vakuum)

skladiscenje (T=(4 = 1) °C)

vzorcenje
(1.,5.1in 9. dan skladisc¢enja)

tehtanje presnih mini filejev

toplotna obdelava mini filejev
(zar, pecica in IR pecica)

instrumentalno merjenje
barve (L ,a,b)

tehtanje mini filejev po toplotni
obdelavi

vrednotenje senzori¢nih
lastnosti

mletje toplotno obdelanih
mini filejev

hranjenje (zmletih) vzorcev v
zamrzovalniku (T = (-30 + 1) °C)

doloc¢anje holesterola, OH
(LC-MS/MS)

dolo¢anje HAA
(LC-MS)

dolo¢anje TBK
(spektrofotometri¢no)

Slika 8: Shematski prikaz poteka eksperimenta sklopa III
Figure 8: Pathway of the experiment of part 111
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Poslabsanje barve in vsebnost kreatina/kreatinina (prekurzor HAA) smo dolo¢ili na presnih
mini filejih, senzori¢ne lastnosti, vsebnost holesterola, oksidov holesterola (OH) in
heterocikli¢nih aromatskih aminov (HAA) na vzorcih po toplotni obdelavi, medtem ko smo
Stevilo TBK ovrednotili tako na presnih kot toplotno obdelanih vzorcih.

Instrumentalno merjenje barve smo opravili v Stirih paralelkah, dolocitev Stevila TBK v
dveh paralelkah, vsebnost kreatina/kreatinina, holesterola, OH in HAA pa smo dolo¢ili na
povprecnem vzorcu vsake od podskupin.

3.1.4 Sklop I'V: Razli¢ni aerobni pogoji v embalaZni enoti in njihov vpliv na tvorbo
produktov oksidacije in HAA v komercialnih piS¢ancjih sekljancih, obogatenih
z n-3 VNMK

V tem sklopu smo v sodelovanju s podjetjem Pivka perutninarstvo d.d. izdelali piS¢ancje
sekljance po standardni recepturi. Podobno kot v sklopu II in III, smo tudi v tem primeru
pripravili dve skupini sekljancev iz mesa piS€ancev, krmljenih z obicajno krmo (obicajen),
in piS¢ancev, krmljenih s krmo obogateno z n-3 VNMK (n-3-obogaten) (slika 9). Natancen
postopek vzreje in zakola piS€ancev je opisan po tocko 3.1.2.1.

3.1.4.1 Izdelava, pakiranje in skladiS¢enje sekljancev

Za izdelavo sekljancev smo izbrali meso prsi (miSici m. pectoralis major in m. pectoralis
minor) in stegen (miSice m. biceps femoris, m. adductor longus, m. adductor magnus, m.
semitendinosus, m. tibialis anterior in m. gastrocnemius), ga zmleli (premer luknjace volka,
6 mm), zaCinili in zmeSali. Dodatki in zaCimbe, ki smo jih dodali, so naslednji: naravne
zaCimbe (npr. Cesen), prehranska vlaknina (bambus), dekstroza, natrijev acetat, natrijev
glutamat, askorbinska kislina, natrijev difosfat in barvilo karmin. Oblikovali smo sekljance
ovalne oblike (ca. 140 mm x 100 mm x 10 mm) in maso priblizno 120 g. Na posamezen
polipropilenski pladenj (GO18110, Marcato Sp. Z.o.0., Poljska) smo polozili po Stiri
sekljance in jih tako pripravili za pakiranje.

Pripravili smo skupno 48 pladnjev piScancjih sekljancev, ki smo jih glede na uporabljeno
meso razdelili na dve skupini: obicajen (24 pladnjev) in n-3-obogaten (24 pladnjev). Vsako
od teh dveh skupin pa smo glede na sestavo atmosfere razdelili na $tiri podskupine po 6
pladnjev s §tirimi sekljanci. Celoten eksperiment je prikazan na sliki 9. Eksperiment smo
opravili v treh proizvodnih ponovitvah (48 pladnjev x 3).

Za pakiranje smo uporabili dve vrsti folije z naslednjo prepustnostjo pri temperaturi 23 °C
in 0 % relativni vlaZnosti:

— vecplastna polivinilkloridna (PVC) folija (debeline, 13,5 pm) (Zenium M; Linpac
Packaging, Pointivy, Francija): prepustnost kisika, 0,007 m® (m®> x 24 h x bar) ;
prepustnost ogljikovega dioksida, 0,043 m® (m® x 24 h x bar)™'; prepustnost vodnih
par, 0,162 kg (m? x 24 h x bar)"'; prepustna za zrak.

— zelo visoko barierna prekrivna folija iz polipropilena in polietilena (PP/PE) (debeline
50 um) (Lin Top PP HB A 50; Linpac Plastic Pointivy, Francija): prepustnost kisika,
<5 x10°° m® (m® x 24 h x bar) '; prepustnost ogljikovega dioksida, <25 x10°° m’
(m® x 24 h x bar)"'; prepustnost vodnih par, <0,003 kg (m” x 24 h x bar) .
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Glede na sestavo plinov (atmosfere) v embalazni enoti ter nacin pakiranja (zavijanje in
modificirana atmosfera) smo definirali $tiri podskupine (slika 9):

(1) prva podskupina so bili pladnji s sekljanci, zaviti v vecplastno PVC folijo, prepustno za
zrak, v katerih je bilo 21 % O, <1 % CO; in 78 % N,. Oznaka: WF—ICO,.

(i1) v podskupini MAP z veliko CO, so bili pladnji s sekljanci zavarjeni z zelo visoko
barierno prekrivno folijo PP/PE in v katerih je bil zrak zamenjan z modificirano atmosfero,
sestavljeno iz 20 % O,, 30 % CO; in 50 % N,. Oznaka: MAP—hCO,.

(i11) v podskupini MAP z veliko O, so bili pladnji s sekljanci zavarjeni z zelo visoko
barierno prekrivno folijo PP/PE in v katerih je bil zrak zamenjan z modificirano atmosfero,
sestavljeno 1z 80 % O, in 20 % CO,. Oznaka: MAP-hO,.

(iv) v podskupini MAP z malo O, so bili pladnji s sekljanci zavarjeni z zelo visoko barierno
prekrivno folijo PP/PE in v katerih je bil zrak zamenjan z modificirano atmosfero,
sestavljeno iz <1 % O3, 25 % CO, in 74 % N,. Oznaka: MAP-10,.

brojlerji, krmljeni s konvencionalno brojlerji, krmljeni s krmo obogateno z n-3

(obicajno) krmo (obic¢ajen) VNMK (n-3)
[ I
| meso prsi in stegen |
I
| mletje (d = 0,006 m) |
I
| zacinjevanje (zacimbe in aditivi) |
I
| mesanje |
[
| oblikovanje sekljancev |
[
| pakiranje |
(obicajen) (n-3)
WF_1C02 WF_1C02
MAP-hCO, MAP-hCO,
MAP-hO, MAP-hO,
MAP_102 MAP_102
merjenje koncentracije plinov v embalazni
enoti ob pakiranju

skladi$¢enje (8 dni pri (4 £1) °C)
[

ocenjevanje barve (senzori¢no in merjenje sestave plinov v embalazni doloc¢anje TBK
instrumentalno) enoti (spektrofotometri¢no)
[
toplotna obdelava (pecenje)
(T,=(220 £ 3) °C, 5 min)
[
doloc¢anje holesterola, OH vrednotenje senzori¢nih lastnosti doloc¢anje HAA
(LC-MS/MS) (poslabsanje vonja in arome) (LC-MS)

Slika 9: Shema postopka izdelave pi§¢ancjih sekljancev, obdelave in vzorcenja

Figure 9: Description of the procedures carried out in the present study for the chicken patties
production, treatments and sampling

Na omenjene Stiri nacine smo zapakirali tudi prazne pladnje brez sekljancev, ki so nam

sluzili za merjenje koncentracije plinov ob pakiranju (glej tocko 3.2.4.3). Pladnje smo
namre¢ po meritvi morali izlo€iti zaradi predrtja folije v embalaZni enoti.
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Pakirane sekljance smo skladis¢ili 8 dni (predviden rok uporabe) v hladilniku pri
temperaturi (4 £1) °C. Po skladis¢enju smo v embalaznih enotah ponovno izmerili
koncentracije plinov (glej tocko 3.2.4.3) in na presnih sekljancih senzori¢no ocenili in
instrumentalno izmerili barvo. Sledila je toplotna obdelava — 5-min pecenje na dvoploS¢nem
zaru (Silex, Kitchen Genius 610.95%, Nem¢ija) s temperaturo ploi¢ (220 + 3) °C do konéne
Ts (82 £1)°C. Ts smo merili s termometrom (Testo 177-T4), vbodenim v geometrijsko
sredis$ce sekljancev. Izgube med toplotno obdelavo smo izrazili kot odstotek izgube mase.
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3.2 METODE

3.2.1 Sklop I: Karakterizacija rastlinskih ekstraktov
3.2.1.1 Dolocanje skupnih fenolnih spojin z metodo Folin-Ciocalteu (FC)

Princip:

Spektrofotometricna metoda temelji na oksidaciji fenolnih spojin v alkalnem mediju, ki s
Folin-Ciocalteu’s (FC) reagentom (Merck, 1.09001), ki vsebuje volframat in molibdat, daje
modro obarvan kompleks. Obarvanemu produktu izmerimo absorbanco pri 752 nm
(spektrofotometer CECIL CE 2021, 2000 series).

Izvedba:

Vzorce za dolocanje skupnih fenolnih spojin pripravimo tako, da v epruvete s teflonskim
pokrovckom na navoj (Assistent, 976) najprej odpipetiramo 100 pl posameznega etanolnega
ekstrakta, ki ga predhodno ustrezno red¢imo. Nato v sledeCem vrstnem redu dodamo,
najprej 100 pl 70 % etanola (Merck, 1.00971), 1200 pl bidestilirane vode in na koncu 100 pl
reagenta FC (Folin-Ciocalteus phenol reagent; Merck, 1.09001). Vse skupaj hitro
premesSamo na vrtinénem mesSalu (MS2 Minishaker IKA®, ZDA) in po¢akamo 5 min. Sledil
je dodatek 500 pl 10 % Na,CO, (Merck, 1.06392) in vse skupaj ponovno premeSamo ter
pocakamo 60 min. Po 60 min vzorce prenesemo v kivete in izmerimo absorbanco pri 752
nm (spektrofotometer CECIL CE 2021, 2000 series).

Isto¢asno pripravimo umeritveno krivuljo, s pomocjo katere lahko na osnovi izmerjene
absorbance vzorca dolo¢imo koncentracijo skupnih fenolnih spojin izrazeno v mg galne
kisline na liter ekstrakta. Pri tem moramo upostevati tudi predhodne redc¢itve vzorcev.

Izracun:

. AxR
Cckstrakt (mg 1 1) = k

Cekstrakt (Mg/1) = koncentracija galne kisline v mg na liter ekstrakta
A5, = absorbanca vzorca pri valovni dolzini 752 nm
k = naklon umeritvene krivulje

... (12)

Umeritvena krivulja za doloc¢anje vsebnosti skupnih fenolnih spojin po metodi FC

Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili raztopino galne kisline (Sigma-Aldrich,
398225), ki se uporablja kot standardna raztopina za dolocanje skupnih fenolnih spojin.
Izhodis¢no koncentracijo standardne raztopine galne kisline (I mg/ml) (Sigma-Aldrich,
39225) smo pripravili tako, da smo v 10 ml bucko zatehtali (tehtnica Scaltec; Sartorius AG
Gottinger, Nemc¢ija) 10 mg galne kisline (Sigma-Aldrich, 39225) in s 70 % etanolom
(Merck, 1.00971) dopolnili do oznake. Sledila je priprava posameznih red¢itev standardne
raztopine za pripravo umeritvene krivulje (slika 10). Nadaljnji postopek je enak kot pri
vzorcih.

44



08 > f(x) = 6,02x+0,03
’ m_ R2=099

4752
=
[}
|
\
b

0 0,05 0,1 0,15 02 0,25
¢ (mg galne kishine/ )
Slika 10: Umeritvena Kkrivulja za dolo¢anje vsebnosti skupnih fenolnih spojin
Figure 10: Calibration curve to determine the total phenolic compounds

3.2.1.2 Dolocanje koncentracije posameznih fenolnih spojin v ekstraktih

Posamezne fenolne spojine smo dolocali v ekstraktih, katerih priprava je opisana v tocki
3.1.1.1. V naslednji fazi smo v 2 ml centifugirke odpipetirali po 2 ml posameznega ekstrakta
in centrifugirali (Eppendorf Centrifuge 5415 D). Po centrifugiranju smo odipetirali 1 ml
supernatanta in mu dodali 3,6 ml destilirane vode. Tako smo dobili ekstrakte s kon¢no
vsebnostjo 15 % etanola. Sledilo je ¢iS¢enje SPE.

Ekstrakcija s trdno fazo (SPE)

Ciscenje vzorcev (ekstraktov) smo opravili z metodo ekstrakcije s trdno fazo (SPE, iz angl.
solid phase extraction). Uporabili smo kolone Strata-X 500 mg (8B-S100-HBJ;
Phenomenex). Celoten vzorec smo injicirali na kolono, ki smo jo predhodno kondicionirali
z 8 ml acetonitrila (AcN; Fluka, 34967) in uravnotezili z 8 ml 15 % metanola (MeOH;
Merck, 1.06007). Cis¢enje kolone je potekalo z 8 ml 15 % MeOH (Merck, 1.06007) v
destilirani vodi. Na sorbent ujete polifenole smo eluirali z 8 ml AcN (Fluka, 34967).
Dobljene vzorce smo nato do suhega evaporirali v zmernem toku dusika ter kon¢ni ekstrakt
tik pred dolo¢evanjem na LC-MS sistemu raztopili v 1 ml MeOH (Merck, 1.06007) in vse
skupaj prenesli v viale.

Dolocanje polifenolnih spojin z LC-MS

Vzorce smo analizirali s tekoCinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno
spektrometrijo (LC-MS) in uporabili sistem HPLC Agilent Technology 1100 (komponente
aparature: glej pod toc¢ko 3.2.2.2).

Kromatografski pogoji:
— nacin kromatografije: RP (reverzna faza)
— kromatografska kolona Kinetex C18 (2,6 um x 2,1 x 100 mm) (Phenomenex,
Torrance, ZDA, 00F-4439-B0),
— mobilna faza A: 0,1 % HCOOH v vodi,
— mobilna faza B: acetonitril (AcN),
— volumen injiciranja: 10 pl,
— temperatura vzorcev: 8 °C,
— temperatura kolone: 30 °C.
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Preglednica 6: Kromatografski pogoji (gradienti mobilne faze) pri doloc¢anju fenolnih spojin

Table 6: Chromatography conditions (mobile phase gradient) to determine phenolics
compounds

Cas (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%) Pretok (ml/min)

0,00 97 3 0,300
2,00 97 3 0,300
20,00 40 60 0,300
21,00 0 100 0,300
25,00 0 100 0,300
26,00 97 3 0,300
35,00 97 3 0,300

Za detekcijo fenolnih spojin v etanolnih ekstraktih smo uporabili masni detektor Micromass
Quattro Micro (Waters, Milford, MA, ZDA) z elektrorazprSilno ionizacijo (Electrospray
Ionization - ESI), ki je deloval pri naslednjih pogojih:

— napetost kapilare 3,5 kV v pozitivnem nacinu ionizacije (ESI+),

— napetost vhodne lece: 22V,

— ekstraktor: 2V,

— temperatura vhodne lece: 120 °C,

— temperatura razprSilnega Nj: 350 °C,

— pretok N, vhodne lece: 50 1/h,

— pretok razprSilnega N: 400 I/h,

— nacin detekcije: SIR nacin (Selected lon Recording).

Detekcija na masnem spektrometru je potekala v SIR nacinu pri pogojih, ki so navedeni v
preglednici 7.

Preglednica 7: Pogoji detekcije na masnem spektrometru v SIR nacinu
Table 7: Terms of detection in the mass spectrometer in SIR mode

Fenolna spojina m/z (ESI+) cona (V) fenolna spojina m/z (ESI+) cona (V)
salicilna kislina 137,10 22 elaginska kislina 301,09 22
vanilin 151,10 22 kvercetin 301,09 22
propokatehuicna kislina 153,12 22 taksifolin 303,25 22
p-kumarna kislina 163,05 22 galaktokatehin 305,21 22
galna kislina 169,05 22 klorogenska kislina 353,18 22
apigenin 169,20 22 rozmarinska kislina 359,31 22
kavna kislina 179,20 22 hipolaetin-7-pentozid 431,22 22
siringi¢na kislina 197,15 22 apigenin-7-glukozid 431,38 22
galangin 269,20 22 luteolin-3-glukoronid 447,38 22
naringerin 271,19 22 astilbin 449,39 22
luteolin 285,18 22 kupresoflavon 537,39 22
katehin 289,17 22 rutin 609,25 22
epikatehin 289,17 22 hesperidin 609,56 22

Rezultati so bili obdelani s funkcijo Quantify v racunalniSkem programu MassLynxTM
V4.1 (Micromass, 2004).
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3.2.1.3 Dolocanje citotoksi¢nosti in genotoksi¢nosti etanolnih rastlinskih ekstraktov

S testoma MTS in MTT celicah celi¢ne linije HepG2 smo dolocali morebitno citotoksi¢no
delovanje razli¢nih etanolnih ekstraktov, medtem ko smo s testom komet dolocali njihovo
genotoksi¢nost. Testirali smo izbrane etanolne rastlinske ekstrakte (preglednica 4), ki smo
jih predhodno pripravili po postopku, ki je opisan pod to¢ko 3.1.1.1 in jih do testiranja
hranili v hladilniku (Gorenje, Slovenija) pri temperaturi (4 £ 1) °C. Vse teste za doloCanje
citotoksi¢nosti in genotoksicnosti rastlinskih ekstraktov smo izvedli na Nacionalnem
inStitutu za biologijo, oddelek za gentsko toksikologijo in biologijo raka pod vodstvom doc.
dr. Bojane Zegura.

Za preucevanje citotoksi¢nosti in genotoksicnosti doloc¢enih snovi se uporabljajo t.i. bioloski
testi. Pri tem zive organizme ali celice izpostavimo testnim snovem in spremljamo njihov
odziv. Uporabljajo se organizmi oz. celicni sistemi, kjer v kratkem casu dobimo vec
generacij iz velike populacije posameznih celic, kar je predpogoj, da lahko spremljajmo
povecano pogostost genetskih sprememb. V primerjavi z Zivalskimi testi so ti mnogo
enostavnejsi in hitrejsi (Filipi¢, 2004). Kot citotoksicen ucinek se pri vecini standardnih
bioloskih testih uposteva 50 % smrtnost, negibnost ali inhibicija rasti (Dizer in sod., 2002).
Osnovna predpostavka testov genotoksicnosti je, da je osnova dednega materiala enaka pri
vseh zivih bitjih. Omejitev uporabe bioloskih testov je ta, da ne pokaze, katera oz. katere
spojine preiskovane snovi so odgovorne za ucinek na testni organizem (Filipic, 2004).

Za preucevanje citotoksicnosti vzorcev etanolnih rastlinskih ekstraktov smo uporabili testa
MTT in MTS, s katerimi spremljamo aktivnost mitohondrijskih sukcinat dehidrogenaz.
Spadata med kolorimetricne teste, ki temeljijo na pretvorbi brezbarvnega substrata v barvni
produkt v prisotnosti zivih celic (Mosmann, 1983). Za preucevanje genotoksicnosti z
bioloSkimi testi pa smo uporabili alkalno razli¢ico testa komet, uporabljajo pa se Se razni
drugi testi, kot npr. Amesov test, test mikrojeder itd. (Maron in Ames, 1984; Singh in sod.,
1988; Uhl in sod., 1999; Fenech, 2006).

Princip testa MTT in MTS:

Test MTT je enostavna, natan¢na in kvantitativna kolorimetricna metoda za doloCanje
Stevila celic, ki ga je opisal Mossman (1983). Uporabljamo ga za doloCanje citotoksi¢nosti
snovi in vpliva teh snovi na celicno proliferacijo. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil
tetrazolijev bromid (MTT) je rumena vodotopna substanca, ki jo mitohondrijska sukcinat
dehidrogenaza metabolno aktivnih celic reducira v vijoliaste v vodi netopne kristale
formazana. Kristali formazana so topni v dimetil sulfoksidu (DMSO), izopropanolu in
podobnih organskih topilih. Koli¢ina nastalih formazanskih kristalov oz. izmerjena
absorbanca pri valovni dolzini 570 nm (referencna valovna dolzina je 690 nm) je
sorazmerna Stevilu zivih celic. Prednost je metode je predvsem hitrost, saj rezultate lahko
od¢itamo zelo hitro po dodatku topila (DSMO), v katerem se formazan raztaplja. Slaba stran
te metode pa je v tem, da ne dolo¢amo direktno Stevila celic, temve¢ preko aktivnosti
predpostavljamo, koliko je zivih celic (Mosmann, 1983).

Pri testu MTS se 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfonil)-2H-
tetrazolim (MTS) prav tako pod vplivom delovanja mitohondrijskih dehidrogenaznih
encimov, ki so aktivni le v zivih celicah, pretvori v vodotopni formazan ob prisotnosti PMS
(fenazin metasulfat). Koli¢ino nastalega formazana dolo¢imo spektrofotometréno in
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izmerjena absorbanca pri valovni dolzini 515 nm je proporcionalna Stevilu zivih celic v
merjeni kulturi. Test MTS je prav tako kot test MTT kvantitativna kolorimetri¢na metoda za
doloc¢anje proliferacije in viabilnosti celic.

Prednost testa MTS v primerjavi s testom MTT je v tem, da pri MTS raztapljanje nastalih
kristalov ni potrebno, ker je MTS-formazan vodotopen, tako da testiranje poteka brez
spiranja ali Zetve celic. Izognemo se uporabi strupenih organskih topil (npr. DMSO).

Izvedba testiranja citotoksi¢nosti:

Celice HepG2, ki smo jih predhodno gojili po postopku, ki je opisan pod tocko 1.6.1.3, smo
nato presadili na mikrotitrske plos¢e s 96 luknjicami (Nunc, ZDA) z gostoto 8.000
celic/luknjico v petih paralelkah. Luknjice mikrotitrske plos¢e (Nunc, ZDA) smo polnili
naklju¢no z 200 pl celi¢ne suspenzije/luknjico. Nasajene plos¢e smo nato inkubirali 24 h v
inkubatorju (Kambic¢ laboratorijska oprema, Slovenija) pri 37 °C in 5 % CO,. Po pritrditvi
(naslednji dan) smo celicam odstranili izrabljeno (staro) gojis¢e in ga zamenjali z 200 pl
svezega gojisca z dodanimi izbranimi etanolnimi ekstrakti (postopek priprave opisan v tocki
1.6.1.1). Celice smo tako tretirali z 1 % raztopinami posameznega etanolnega ekstrakta
(preglednica 4), ki smo jih predhodno pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirke
(Plastibrand, Nemcija) odpipetirali 10 pl posameznega etanolnega ekstrakta in dodali 990 pl
medija. Pri poskusu smo naredili tudi negativno kontrolo (gojis¢e) in kontrolo topila
(zmesamo 10 pl 70 % etanola (Merck, 1.00971) in 990 ul medija). Kot pozitivno kontrolo
smo uporabili etoposid (Santa Cruz Biotechnology, ZDA, sc-3512A) (kon¢na koncentracija
30 pg/ml). Tako tretirane celice smo inkubirali 21 h pri 37 °C in 5 % CO..

Pri testu MTS smo celicam po 21-urni inkubaciji dodali predhodno pripravljeno meSanico
MTS (Promega, G1111) in PMS (fenazin metasulfat; Sigma-Aldrich, P9625-500MG)
(razmerje 20:1; 2 ml MTS in 100 pl PMS) v razmerju 1:5 (v vsako luknjico dodamo 40 pl
mesanice), medtem ko smo pri testu MTT celicam po inkubaciji dodali reagent MTT
(Sigma, M-5655) (kon¢na koncentracija 0,5 mg/ml). Pri obeh testih je nato sledila nadaljnja
3-urna inkubacija (skupaj je Cas inkubacije 24 h). V primeru testa MTS smo nato, po
konc¢ani inkubaciji, lahko direktno izmerili absorbanco pri valovni dolzini 515 nm s
pomocjo spektrofluorimetra (Tecan, Avstrija). Nasprotno pa smo pri testu MTT po
inkubaciji najprej odstranili gojis¢e z reagentom MTT in nato dodali 200 pl
dimetilsulfoksida (DMSO) (Sigma, 154938-IL), ki raztaplja kristale formazana. Sledilo je
merjenje absorbance pri valovni dolzini 570 nm (z referen¢no valovno dolzino pri 690 nm).

Izmerjena absorbanca je proporcionalna Stevilu zivih celic v merjeni kulturi. Relativno
prezivelost smo dolocali s primerjavo povprecne absorbance pri izpostavljenih celicah in
kontroli topila. Preverili smo tudi ali se kontrola topila znacilno razlikuje kontrole. Rezultati
so pokazali, da se kontrola topila statisti¢no ne razlikuje od kontrole gojis¢a. Rezultate smo
statisticno obdelali s programom GraphPad Prism z enosmerno analizo variance (ANOVA),
kjer smo analizirali razlike med izpostavljenimi in kontrolnimi celicami (Dunnett post test, p
<0,05).

Princip testa komet na celicah HepG2:

Test komet ali elektroforeza posamezne celice je preprosta in zelo obcutljiva metoda, ki sta
jo leta 1984 razvila Ostling in Johanson (Ostling in Johanson, 1984). Celice pomesane z
agarozo sta izpostavila elektroforezi pri nevtralnih pogojih, kar je omogocilo zaznavanje
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prelomov obeh verig DNK. Metoda je nato dozivela Stevilne modifikacije in eno izmed teh
so leta 1988 opravili Singh in sod., ki so pri testu uporabili alkalne pogoje (pH>13). To je
poleg zaznavanja prelomov obeh verig (DSB, iz angl. double strand breaks) omogocilo tudi
zaznavanje preloma ene verige DNK (SSB, iz angl. single-strand breaks), prelomov zaradi
alkalno labilnih mest in prelomov DNK (ALS, iz angl. alkali labile sites), ki nastanejo kot
vmesna stopnja v procesu popravljanja poskodb DNK z izrezovanjem baz in nukleotidov
(Singh in sod., 1988; Tice in sod., 2000).

Test komet je zasnovan na dejstvu, da DNK z ve¢ prelomi potuje hitreje v elektri¢cnem polju,
kar po elektroforezi in barvanju z barvili, ki se vezejo na DNK, vidimo kot rep kometa. Pri
razlicici testa komet, ki se danes vecinoma uporablja, celice po izpostavitvi testnim snovem
najprej imobiliziramo v agaroznem gelu. Celice nato liziramo z detergentom pri pH 10 in
DNK odvijamo in potem izpostavimo elektroforezi za kratek Cas pri alkalnih pogojih (pH >
13). Med lizo se razgradijo vse celicne komponente, ostane samo jedro s superzavito DNK s
histoni. Fazi liziranja sledi inkubacija v alkalnih pogojih (pH > 13), pri ¢emer se DNK za¢ne
odvijati na mestih prelomov verig — izrazijo se enoverizni prelomi. Po alkalnem odvijanju
sledi elektroforeza pri velikem pH. Neposkodovana DNK je zvita in ne potuje v elektricnem
polju, zato pri kontrolnih celicah ne opazimo znacilnega repa kometa. Pri mocno
poskodovani (prelomljeni) DNK pa fragmenti negativnho nabite DNK prosto in hitreje
potujejo v elektri¢nem polju proti anodi ter ustvarijo znacilen rep kometa, ki ga zaznamo s
pomocjo fluorescenénega mikroskopa, potem ko smo jedra obarvali s fluorescencnimi
barvili, ki se vrinejo med bazne pare DNK (npr. etidijev bromid). Njegova dolzina se
povecuje s Stevilom poskodb.

Ce s testom komet zaznamo veliko poskodb DNK, to lahko pomeni, da je DNK zelo
poskodovana ali pa je to posledica u¢inkovitega popravljanja poskodb DNK (Collins in
sod., 1997). Pomanjkljivost metode je, da ne moremo natan¢no dolociti narave poskodbe, ki
jo zaznamo s tem testom (Horvathova in sod., 1998).

V primerjavi z drugimi testi za ugotavljanje genotoksicnosti so prednosti testa komet
predvsem v veliki obcutljivosti, kar je pomembno pri ugotavljanju majhnega Stevila
poskodb DNK, fleksibilnosti, enostavnosti, relativno majhni koli¢ini testirane snovi in
kratkem ¢asu potrebnem za izvedbo testa (Tice in sod., 2000)

Pri pH 12,6 in vi§jem se ALS hitro spremenijo v SSB. Ker vecina genotoksi¢nih snovi
inducira vecje Stevilo SSB kot ALS in DSB, se alkalna razliCica testa komet priporoca kot
optimalna za ugotavljanje genotoksic¢nosti (Tice in sod., 2000).

Izvedba testa komet:

Celice HepG2 smo predhodno gojili v plastenkah za gojenje celi¢nih kultur s povrSino 75
cm’ (Costar, Corning Corporation, ZDA) po postopku, ki je opisan v tocki 3.1.1.3. Nato smo
celice pozeli in jih nasadili na plos¢e z 12 luknjicami (Costar 3513, Corning Corporation,
ZDA) z gostoto 70.000 celic/luknjico ter jih pustili cez noc, da so se pritrdile. Naslednji dan
smo celice izpostavili izbranim etanolnim ekstraktom. Pri tem smo star medij zamenjali z
1 % raztopino posameznega ekstrakta (pripravimo tako kot pri testu MTS in MTT). Sledila
je 24-urna inkubacija izpostavljenih celic. Enako kot pri testih MTS in MTT smo tudi tu
naredili negativno kontrolo (gojis¢e) in kontrolo topila (etanol (Merck, 1.00971)). Kot
pozitivno kontrolo smo pri tem testu uporabili znan genotoksi¢en agens benzo(a)piren
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(B(a)P) s 30 uM koncentracijo. Po koncani inkubaciji smo celice pozeli. Celicam smo
odstranili medij, jih sprali z 1 ml 1x PBS (iz 10x PBS, PAA, H15-011) in tripsinizirali z 200
ul 0,1 % tripsina (sestavo glej v Prilogi E). Sledila je 3- do 5-min inkubacija in, ko so se
celice odlepile od podlage, smo v vsako luknjico dodali 800 ul svezega gojisca, vse skupaj
prenesli v mikrocentrifugirke (Plastibrand, Nemcija) ter centrifugirali 5 min pri 800
obratih/min (centrifuga Minispin, Eppendorf). Po konCanem centrifugiranju smo celicam
odstranili supernatant in jih resuspendirali v 60 pl svezega gojis¢a. Med tem smo na
posusSena objektna stekelca peskana po celotni povrSini, ki smo jih pred uporabo ¢ez noc
namocili v absolutnem metanolu (Sigma, M1775-1GA), da smo jih razmastili, najprej
nanesli 80 pul 1 % agaroze z normalno temperaturo taljenja (NMP agaroza, iz angl. normal
melting point agarose) (Invitrogen, 16500-100) raztopljene v 1x PBS (iz 10x PBS, PAA,
H15-011) in pokrili s krovnim stekelcem. Stekelca smo za 5 min postavili v hladilnik na
((4+1)°C), da se je agaroza strdila. Nato smo previdno odstranili krovna stekelca in na
NMP agarozo nanesli 70 pl meSanice (30 pl celicne suspenzije pomesane s 70 pl 1 %
agaroze z nizko tocko taljenja (LMP agaroza, iz angl. low melting point agarose)
(Invitrogen, 15517-022)), spet pokrili s krovnim stekelcem in inkubirali 5 min v hladilniku
((4 £ 1) °C), da se je zgornja plast agaroze strdila. Vse nadaljnji koraki in faze inkubacije so
potekale v temi in v hladilniku ((4 £ 1) °C), da smo se izognili nespecifi¢nim poskodbam
DNK. Najprej smo izvedli t.i. alkalno lizo celic. Ko se je agaroza strdila, smo objektnim
stekelcem najprej previdno odstranili krovnike in jih polozili v kadicko s sveze pripravljeno
hladno raztopino za alkalno lizo s pH 10 ter inkubirali 1 h. Zaradi velikega pH se v tej fazi
razgradijo proteini in RNK, detergenti pa razgradijo celicne membrane. Po koncani
inkubaciji oz. liziranju smo objektna stekelca prestavili v elektroforetsko kadicko, ki smo jo
napolnili s sveze pripravljenim hladnim pufrom za elektroforezo s pH 13 in inkubirali 20
min, da je poteklo alkalno odvijanje (denaturacija) DNK. Temu je sledila elektroforeza.
Jedra celic oz. DNK smo izpostavili elektricnemu polju pri napetosti 25 V (0,5-1 V/cm).
Tok 300 mA smo uravnavali z gladino elektroforetskega pufra. Po koncani elektroforezi (po
20 min) smo stekelca prestavili v kadicko s sveze pripravljenim hladnim pufrom za
nevtralizacijo s pH 7,5 ter inkubirali nadaljnjih 15 min. Nato smo objektna stekelca pobrali
iz pufra za nevtralizacijo, ji rahlo popivnali ter polozili v plasticno kadi¢ko, oblozeno z
navlaZzenim papirjem, da se geli med hranjenjem ne bi izsuSili. Stekelca v tej kadicki
hranimo do mikroskopiranja v temi in v hladilniku ((4 £ 1) °C). Sestava in priprava vseh
raztopin in pufrov za izvedbo testa komet je navedena v Prilogi E. Pred samim
mikroskopiranjem smo gele na objektnih stekelcih barvali z etidijevim bromidom (EtBr;
Gibco BRL, 15585-011) raztopljenim v destilirani vodi (5 mg/ml). Komete smo opazovali z
mikroskopom (Nikon Eclipse E800, Japonska) s fluorescencno svetlobo pri 400-kratni
povecavi. S pomocjo kamere (Marlin F046B, Allied, Vision Technologies, Zdruzeno
kraljestvo) smo zajeli slike jeder in jih analizirali s programom Comet IV (Perceptive
Instruments, Zdruzeno kraljestvo). Za statisticno analizo smo izbrali odstotek (%) DNK v
repu kometa. V vsakem vzorcu smo analizirali 50 jeder, test pa ponovili v treh neodvisnih
poskusih. Rezultate smo statisticno ovrednotili s programom GraphPrism Pad z enosmerno
analizo variance (ANOVA), kjer smo analizirali razlike med kontrolo in izpostavljenimi
celicami (Dunnett post test, p < 0,05).

50



Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

3.2.2 Sklop II: Vezava rastlinskih ekstraktov na razli¢ne nosilce in njihov vpliv na
tvorbo HAA v pis¢ancjih sekljancih, obogatenih z n-3 VNMK

V sklopu II smo v okviru predposkusa opravili analizo masCobnokislinske sestave
pisc¢ancjega fileja (obicajen, n-3-obogaten), pri ¢emer se dobljeni rezultati nanasajo tudi na
ostale sklope, kjer je bil piscancji file uporabljen. V okviru predposkusa smo opravili tudi
vrednotenje senzori¢nih lastnosti ter dolo€ili vsebnost HAA v pis¢ancjem fileju.

V glavnem poskusu sklopa II smo dolocali vsebnost HAA v pis¢ancjih sekljancih (z
dodanimi razli¢nimi ekstrakti) po enaki metodi kot v predposkusu.

Postopek vezave ekstraktov na nosilce in priprava sekljancev sta opisana v to¢kah 3.1.2.3. in
3.1.2.4.

3.2.2.1 Dolocanje mascobnokislinske sestave

Mascobnokislinske (MK) sestave nismo dolocali na vseh vzorcih, ampak smo iz vsake
skupine (obi¢ajen, n-3) odvzeli po tri piS¢ancje fileje. Fileje iz posamezne skupine smo
zdruzili v en vzorec in homogenizirali v mlinu (Grindomix GM 200, Retsch, Nemcija).
Analizo za posamezen vzorec (obi¢ajen, n-3-obogaten) smo izvedli v dveh paralelkah.

MK sestavo piscancjega fileja smo dolocili z metodo, modificirano po Parku in Goinsu
(1994) ter objavljeno v Polak in sod. (2008). Za to analizo smo najprej pripravili metilne
estre maScobnih kislin (MEMK), ki so bolj hlapni in bolj nepolarni kot MK. Pri postopku
priprave MEMK smo v eni fazi izvedli ekstrakcijo in transesterifikacijo (in situ
transesterifikacija). MK sestavo smo dolocili s plinsko kromatografijo (GC).

3.2.2.2 Dolocanje vsebnosti heterociklicnih aromatskih aminov (HAA)

Heterocikli¢ne aromatske amine (HAA) smo ekstrahirali z ekstrakcijo s trdno fazo (SPE) in
jih dolo¢ili s LC-MS v kombinaciji z masnim spektrometrom. Dobljene kromatograme smo
obdelali z radunalnidkim programom MassLynx V4.1 (MassLynx  Version 4.1 SP4,
2004). Za doloCanje vsebnosti HAA smo uporabili modificirano metodo, ki jo opisujejo
Messner in Murkovic (2004) ter Sentellas in sod. (2004).

V sklopu II smo vsebnost HAA dolocali v vzorcih skorje pis¢ancjih filejev po toplotni
obdelavi (pripravljeni po postopku opisanem v tocki 3.1.2.2.) in vzorcih toplotno obdelanih
piscancjih sekljancev, ki so bili pripravljeni po postopku opisanem v tocki 3.1.2.4. Pri
pisc¢ancjih filejih smo rezultate izrazili v ug HAA/kg povrsSinske skorje fileja, v primeru
sekljancev pa smo rezultate izrazili v ug HAA/kg sekljanca.

Priprava

V 100 ml ¢ase smo odtehtali 3,000 g homogeniziranega vzorca (skorja fileja oz. skorja in
sredica sekljanca; debelina skorje: 2 mm) in dodali 100 pl raztopine internega standarda
(0,632 pg/g) TriMelQx (TRC, A630000) v metanolu ter 12 ml 1 M raztopine NaOH (Merck,
1.06498). Case smo pokrili s parafilmom in vse skupaj za 12 h postavili na magnetni
mesalnik (Variomac Electronicrither MULTIPOINT HP1S, Nemcija) ter suspenzijo mesali
pri sobni temperaturi in 500 obratih/min.
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Ekstrakcija HAA

V alkalni homogenat smo vmesali 13 g diatomejske zemlje — Extrelut® NT (Merck,
1.15092.1000) in z zmesjo napolnili stekleno kolono (Lenz, 5.4508.04). HAA smo
ekstrahirali s 70 ml ekstrakcijskega topila etilacetata (Sigma-Aldrich, 34858-252) in eluat
lovili v ¢aSo. Sledilo je ¢iS¢enje eluata z metodo ekstrakcijo s trdno fazo (SPE, iz angl. solid
phase extraction). Uporabili smo kolonice (angl. Cartridge) Oasis MCX 3cc 60 mg (iz angl.
Mixed Mode Cation Exchanger) (LP Extraction Cartridges, cat: 186000253, Waters,
Ireland). Ves eluat smo injicirali na MCX sorbent, ki smo ga predhodno kondicionirali z 2
ml metanola (Merck, 1.06007.2500) in uravnotezili z 2 ml zmesi topil etilacetata (Sigma-
Aldrich, 34858-252) in diklorometana (Merck, 1.06044.2500) v razmerju 1:1. Ciséenje je
potekalo z 2 ml 0,1 M raztopine HCI (Merck, 1.09060.1000) in z 2 ml metanola (Merck,
1.06007.2500). Na MCX sorbent ujete polarne in nepolarne HAA smo eluirali z 2 ml zmesi
topil metanola (Merck, 1.06007.2500) in 25 % amoniaka (NHs; Merck, 1.05432.1000), ki
smo ju zmeSali v razmerju 19:1 (v/v). Dobljene vzorce smo nato do suhega evaporirali v
zmernem toku dusika ter kon¢ni ekstrakt tik pred lo¢evanjem na LC-MS sistemu raztopili v
250 pl metanola (Merck, 1.06007.2500).

Analiza vzorcev je bila opravljena na sistemu Agilent 1100, ki ga sestavljajo:
— vakuumski razplinjevalnik: G1379A,
— binarna ¢rpalka: G1312A,
— avtomatski vzorCevalnik: G1330B,
— termostat kolone: G1316A,
— DAD detektor: G1315B.

Kromatografski pogoji:
— nacin kromatografije: RP (reverzna faza),
— kromatografska kolona Kinetex CI18 (2,6 um x 2,1 x 100 mm) (Phenomenex,
Torrance, ZDA, 00F-4439-B0),
— mobilna faza A: 30 mM amonijev formiat (HCOOHNHy; Fluka, 09739; pH 3,2),
— mobilna faza B: acetonitril (AcN; Merck, 1.00030),
— volumen injiciranja: 1 pl,
— temperatura vzorcev: 8 °C,
— temperatura kolone: 30 °C.

Preglednica 8: Kromatografski pogoji (gradienti mobilne faze) pri dolo¢anju HAA
Table 8: Chromatography conditions (mobile phase gradient) to determine HCA

Cas (min)mobilna faza A (%)mobilna faza B (%)pretok (ml/min)

0,00 95 5 0,350
14,00 40 60 0,350
14,50 0 100 0,350
17,00 0 100 0,350
20,00 95 5 0,350
26,00 95 5 0,350

Posamezni HAA so bili doloCeni na podlagi retencijskih ¢asov in m/z HAA standardov
(TRC: harman, H105000; norharman, N700000; 1Q, H785000; MelQ, A605200; IQx,
A616900; MelQx, A606600; 4,8-DiMelQx, A631000; 7,8-DiMelQx, A869500; 4,7,8-
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TriMelQx, A630000; PhIP, A617000, AaC, A629002; Glu-P-2, N493810; Trp-P-1,
N493780; Trp-P-2, N493985).

Pogoji detekcije:
Za detekcijo HAA smo uporabili masni detektor Micromass Quattro micro® API (Waters,
ZDA) z elektrorazprsilno ionizacijo (Electrospray lonization — ESI), ki je deloval pri
naslednjih pogojih:

— napetost kapilare 3,5 kV v pozitivnem nacinu ionizacije (ESI+),

— napetost vhodne lece: 40V,

— ekstraktor: 2V,

— temperatura vhodne lece: 120 °C,

— temperatura razprSilnega Nj: 350 °C,

— pretok N, vhodne lece: 50 1/h,

— pretok razprSilnega N,: 350 1/h,

— nacin detekcije: SIR nacin.

Detekcija na masnem spektrometru je potekala v SIR nacinu pri pogojih, ki so navedeni v
preglednici 9.

Preglednica 9: Pogoji detekcije na masnem spektrometru v SIR nadinu
Table 9: Terms of detection in the mass spectrometer in SIR mode

HAA m/z (ESI+)Cona (V)
1Q 199,20 40
1Qx 200,20 40
MelQ 213,20 40
MelQx 214,20 40

4,8-DiMelQx 228,20 40
7,8-DiMelQx 228,20 40

Glu-P-2 185,20 40
Trp-P-1 221,20 40
Trp-P-2 198,20 40
AoC 184,20 40
harman 183,28 40
norhrman 169,26 40
PhIP 225,20 40

TriMelQx 242,26 40

Rezultati so bili obdelani s funkcijo Quantify v racunalniSskem programu MassLynxTM
V4.1 (Micromass, 2004).

3.2.2.3 Vrednotenje senzori¢nih lastnosti pisc¢ancjih filejev obdelanih z razlicnimi postopki
toplotne obdelave

Namen senzori¢nega ocenjevanja v sklopu II (predposkus) je bil ovrednotiti vpliv
obogatitve piS€ancjega mesa z n-3 ter nacina toplotne obdelave in stopnje pecenosti na
senzori¢ne lastnosti. Z namenom opredelitve senzori¢nih lastnosti smo sestavili senzori¢ni
panel Stirih preskuSevalcev, ki dobro poznajo podrocje ocenjevanja mesnih izdelkov. Panel
so ves Cas sestavljali isti preskusevalci. Senzori¢na analiza je bila opravljena v senzoricnem
laboratoriju Katedre za tehnologijo mesa in vrednotenje zivil na Oddelku za Zivilstvo.

53



Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Panel je ocenjeval vzorce enega po enega v skupinah glede na nacin toplotne obdelave.
Premor med skupinami bil 30 min. Za senzoricno oceno smo takoj po toplotni pripravi od
posameznega vzorca fileja odrezali 1 cm debelo rezino in jo ponudili preskusevalcem v
oceno na belih kroznikih. Kroznike smo opremili s Stevilko in na ta nacin zagotovili
anonimnost vzorcev. Za nevtralizacijo okusa je imela komisija na razpolago sredico belega
kruha in mlacno vodo z okusom limone (1 %). PreskuSevalci smo uporabili metodo
kvantitativne deskriptivne analize z nestrukturirano lestvico (1-4-7) (Golob in sod., 2006).
Pri tem sistemu vrednost 1 pomeni, da lastnost ni izrazena, ali je popolnoma nesprejemljiva,
vrednost 4 pomeni optimalno ali srednje izraZzeno lastnost in vrednost 7 pomeni, da je
lastnost mocno izraZzena ali odli¢no izrazena. Panel je lahko uporabljal tudi polovicne
vrednosti tock (0,5, 1,5 2,5, 3,5, 4,5, 5,51n 6,5).

Merila za ocenjevanje posameznih lastnosti so bila:

Obarvanje piscancjih filejev po toplotni obdelavi:

1 — slabo izrazena barva po pecenju

4 — optimalno zapecena, nezno rjava barva povr§ine mesa
7 — mocno izrazena rjava barva povr§ine mesa (zazgano)

Tekstura:

1 — izrazito premehka tekstura

4 — optimalna tekstura mesa

7 — izrazito ¢vrsta tekstura mesa (izrazito suha tekstura)

Tuji vonji:
1 — ni tujih vonjev
7 — tuji vonji so moc¢no izraziti

Tuje arome:
1 —ni tujih arom
7 — tuje arome so mocno izrazite

3.2.2.4 Statisti¢na obdelava podatkov za sklop II

Rezultate, pridobljene iz analiz, smo pripravili in uredili s programom Microsoft Excel
2007. Osnovne statisticne parametre smo izracunali s postopkom MEANS, s postopkom
UNIVARIATE pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve (SAS Software, 1999).
Analiza podatkov je bila izvedena s programsko opremo Statistical Analysis System (SAS)
software, version 8.1 (SAS Institute, Cary, NC, ZDA).

Za analizo vpliva dodatka mletega lanenega semena v prehrano pis¢ancev (n-3—obogatitev)
na mascobnokislinski profil piScancjih filejev smo uporabili statisti¢éni model, v katerega
smo vkljudili fiksen vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano pis¢ancev (obicajno
in n-3—obogateno meso) in ponovitve (2).

Eksperiment za vrednotenje nastanka HAA in senzori¢nih lastnosti pis¢ancjih filejev v

predposkusu je bil zastavljen kot faktorski poskus 2 x 6 x2 (2 tipa piS€ancjega mesa
(obi¢ajni in n-3 sekljanci), 6 skupin glede na nacin toplotne obdelave/dosezene srediS¢ne
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temperature (t.j. IR/82 °C, IR/95 °C, pecica/82 °C, pecica/95 °C, zar/82 °C, zar/95 °C) in 2
ponovitvi). Interakcija tip piS¢an¢jega mesa x nacin toplotne obdelave/dosezene srediS¢ne
temperature ni bila statisticno znacilna (p > 0,05), zato v model ni bila vkljucena.

Eksperiment za vrednotenje nastanka HAA v razlicno mariniranih piscancjih sekljancih je
bil zastavljen kot faktorski poskus 2 x 14 x 2 (2 tipa piS€ancjega mesa (obicajni in n-3
sekljanci), 14 skupin glede na rastlinski ekstrakt (t.j. kontrola, BR1, BR2, BR3, LB1, LB2,
LB3, LB4, LB5, LB6, ROZ1, ROZ2, ROZ3, ROZ4) in 2 razli¢na nosilca (t.j. §krob in sol)).
Pricakovane povprec¢ne vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izracunane s testom
LSM in primerjane pri 5 % tveganju.

3.2.3 Sklop III: Marinade z ekstraktom brinovih jagod in njihov vpliv na tvorbo
produktov oksidacije in HAA v piS¢an¢jih mini filejih, obogatenih z n-3 VNMK

V sklopu III smo marinirali pis¢an¢je mini fileje v marinadah z dodanim ekstraktom
brinovih jagod in ugotavljali vpliv le-teh na barvo in oksidativno stabilnost mesa (Stevilo
TBK, OH) med skladis¢enjem ter na tvorbo HAA po toplotni obdelavi po razlicnem ¢asu
skladiscenja.

3.2.3.1 Instrumentalno merjenje barve

Ob vsakem vzorCenju (1., 5. in 9. dan) smo embalazne enote odprli in na ve¢ mestih mini
filejev pomerili barvo. Barvo mini filejev smo izmerili s kromametrom Minolta CR 400
(Minolta, Japonska). Pred samo uporabo smo aparat umerili na beli standardni keramicni
ploscici (Y = 93,8, x = 0,3134, y = 0,3208). Izmerjeno barvo nam je aparat podajal v treh
CIE (Comission Internationale de ['Eclairage) vrednostih L (svetlost), a (£, rdeca do
zelena) in b (¥, rumena do modra). Na enem mini fileju smo izmerili barvo na Stirih
razli¢nih mestih, t.j. v Stirih paralelkah. Dobljene vrednosti smo uporabili za izracun razlike
v svetlosti (AL") in nasi¢enosti (AC") barve (Moore, 1998) po naslednjih enacbah:

AL =L~ L .. (13)
AC"=([a' T+ [0 = (@ wel” + [b'rer])* . (14)

Kot referenco za izra¢un smo uporabili barvne vrednosti izmerjene na sekljancih
MAP-hCO; iz obi¢ajnega mesa. Vrednosti AL" in AC" nismo statisti¢no obdelali.

Barvni prostor L', @', b je definiran kot sistem z enakimi prostorskimi razmiki (Rudan-
Tasi¢ in Klofutar, 2007). Barvna vrednost L podaja svetlost barve vzorcev in zajema
vrednosti od 0 do 100 (vec¢ja vrednost pomeni svetlejSo barvo — gre proti beli). Ostali dve
komponenti pa sluZita za dologanje lege v barvnem prostoru. Koordinata a” dolo¢a lego na
rdece-zeleni osi, pri cemer pozitivna vrednost pomeni rde¢o barvo, negativna vrednost pa
bolj zelenkasto barvo. Kot zadnji parameter pri merjenju barve nam kromometer podal
vrednost b, ki dologa poloZaj barve na modro-rumeni osi (pozitivna vrednost predstavlja
intenziteto rumene barve, negativna pa modre).

3.2.3.2 Stevilo tiobarbiturne kisline (TBK)

Test s tiobarbiturno kislino (TBK) uporabljamo za ugotavljanje oksidativnega kvara —
zarkosti maScob in Zivil, ki vsebujejo mas€obe. Osnova temu testu je oblikovanje rdecega
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pigmenta, ki nastane pri reakciji med malondialdehidom, kot produktom oksidacije VNMK,
in tiobarbiturno kislino med segrevanjem. Nastali pigment kaZze znalilni absorpcijski
maksimum pri valovni dolZini 532 nm.

Za dolocanje stevila TBK smo uporabili modificirano ekstrakcijsko metodo, ki so jo opisali
Witte in sod. (1970). Stevilo TBK nam podaja koncentracijo malondialdehida v mg/kg
vzorca. Analizirali smo vse vzorce (presne in toplotno obdelane), vsakega v dveh paralelkah
po sledeCem postopku.

V suho in ¢isto 10 ml epruveto s teflonskim pokrovékom na navoj (Assistent, 976) smo na
analitski tehtnici (SCALTEC SBA 41, 17816) zatehtali 0,100 (+0,001) g predhodno
homogeniziranega vzorca, dodali 1 ml 35 % raztopine triklorocetne kisline (TKO; Merck,
1.00810) in 2 ml 0,36 % raztopine TBK. 0,36 % raztopino TBK smo pripravili tako, da smo
v 200 ml merilno bucko zatehtali 0,36 g 2-tiobarbiturne kisline (Sigma, T-5500) in dopolnili
do 100 g z 0,1 M Na,SOs. 0,1 molarno raztopino Na,SO3 smo pripravili tako, da smo v 200
ml buCko zatehtali 0,1 g Na,SO; (Merck, 1.06657) in dopolnili z destilirano vodo do
oznake.

Epruvete smo zaprli s teflonskim pokrov€kom in 5 min intenzivno stresali. Sledil je Se
dodatek 1 ml 0,9 % raztopine 6-diterciarnega butil-p-hidroksi toluena (BHT; Sigma-
Aldrich, B-1378) v n-heksanu (Merck, 1.07023). Epruvete smo zaprli, premesali in za 30
min postavili v termoblok (VLM ECI) na 90 °C. Vmes smo vsebino epruvet veckrat
premesali. Po ohladitvi smo dodali 1 ml led ocetne kisline (Merck, 1.00056) in 2 ml
kloroforma (CARLO ERBA, 438601), premesali in centrifugirali (Eppendorf, centrifuge
5810) 6 min pri 1500 x g. S kapalko smo nato prenesli vodno fazo (zgornjo plast) v kivete
PS (BRANDTECH, 759071D) in izmerili absorbanco pri valovni dolzini 532 nm na
spektrofotometru (Shimadzu, UV 160 A).

Vzporedno z vzorci smo pripravili Se slepi vzorec, kjer smo namesto vzorca (mesa) v
epruveto zatehtali 0,1 g destilirane vode, in ga uporabili pri pripravi umeritvene krivulje.

Umeritvena krivulja za dolocanje Stevila TBK

Najprej smo pripravili standardno raztopino 1,1,3,3-tetraoksipropana (Sigma, T-9889) tako,
da smo v 100 ml bucko zatehtali 7 mg 1,1,3,3-tetraoksipropana (Sigma, T-9889) in dopolnili
s heksanom (Merck, 1.04371) do oznake. 10 ml pripravljene standardne raztopine smo
odpipetirali v ¢isto 100 ml bucko in dopolnili s heksanom (Merck, 1.07023) do oznake.
Tako smo dobili 10-kratno red¢itev. Nato smo v suhe epruvete s teflonskim pokrovckom z
navojem odpipetirali naslednje volumne 10-krat razredCene standardne raztopine
(preglednica 10):

Preglednica 10: Volumni standardne raztopine in Stevilo TBK za pripravo umeritvene krivulje

Table 10: The volumes of standard solution and TBARs for the preparation of the calibration
curve

epruveta 1-slepivzorec 2 3 4 §

ml st. razt. 0 0,1 0,2 0,3 0,4

§t. TBK 0 0,701,402,102,80
"Dodatek 0,1 ml standardne raztopine pomeni 0,7 TBK. V epruvete smo dodali posamezne reagente po
ustreznem vrstnem redu in postopali enako kot pri vzorcu.
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Slika 11: Umeritvena Kkrivulja za dolo¢anje Stevila TBK v mariniranih mini filejih
Figure 11: Calibration curve to determine TBARSs in marinated mini fillets

3.2.3.3 Dolocanje vsebnosti holesterola in oksidov holesterola v marniranih mini filejih

Holesterol in okside holesterola (OH) smo dolocali na vzorcih presnih mini filejev. Ob
vsakem vzorcenju (1., 5. in 9. dan) smo iz vsake podskupine (glede na vrsto marinade)
odvzeli po Stiri mini fileje, jih zdruZili in homogenizirali (Grindomix GM 200, Retsch,
Nemcija) ter tako dobili en povprecen vzorec. Analize smo opravili v dveh paralelkah.

Za dolocanje vsebnosti oksidov holesterola v vzorcih mariniranih mini filejev smo uporabili

metodo po Penko in sod. (2015), sestavljeno iz hladne saponifikacije, ekstrakcije, postopka

ekstrakcije s trdno fazo (SPE) in doloc¢anja oksidov holesterola s tekoc¢insko kromatografijo

s tandemskim masnim spektrometrom (LC-MS). Rezultate smo izrazili v mg/kg. Izracunali

smo tudi stopnjo oksidacije po sledeci enacbi:
> OHx100

Z OH + holesterol

... (15)

Saponifikacija

V 100 ml erlenmajerice z obrusom (Lenz, 3.0314.37) smo =zatehtali 2,000 (+0,001) g
predhodno zdruzenega in homogeniziranega vzorca. V erlenmajerice smo nato dodali 3 ml
metilen klorida (CH,Cl,; Merck, 1.06044) in 7 ml predhodno pripravljene 1 M raztopine
kalijevega hidroksida (KOH; Merck, 1.05033) v 96 % etanolu (Merck, 1.00971). V vsako
erlenmajerico smo dodali Se magnetna meSala, jih zaprli in vsebino nato meSali na
magnetnem meSalniku (IKA, RT10 Power) 18 do 20 h v temnem prostoru in pri sobni
temperaturi.

Ekstrakcija oksidov holesterola

Po saponifikaciji smo ves vzorec prenesli v 50 ml centrifugirke (Sarstedt, 62.548.004) ter
dodali 10 ml dietiletra (Merck, 1.00921) in 10 ml destilirane vode. Centrifugirke smo zaprli,
vsebino temeljito premesali in za 15 min postavili na ultrazvo¢no kopel (Bransonic 3510E —
DTH, Branson, Nemcija). Sledilo je 6-min centrifugiranje (Eppendorf, 5810 centrifuge) na
1700 x g. Pri centrifugiranju pride do loCitve polarne in nepolarne faze. S stekleno pipeto
smo odstranili vecji del spodnje, polarne faze (priblizno 10 ml). V preostalo organsko fazo
smo dodali 5 ml 0,5 M raztopine KOH (Merck, 1.05033) v destilirani vodi. Vse skupaj smo
temeljito premesali in ponovno tretirali na ultrazvo¢ni kopeli (Bransonic 3510E — DTH,
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Branson, Nemcija) in centrifugi (Eppendorf, 5810 centrifuge) pri enakih pogojih. Ob lo¢itvi
obeh faz smo ponovno odstranili spodnjo polarno fazo, v preostanek dodali 5 ml destilirane
vode ter ponovili postopek meSanja, ultrazvo¢ne kopeli in centrifugiranja pri zgoraj
omenjenih pogojih. Ponovno smo dosegli loCitev faz, le da smo tokrat odpipetirali 5 ml
zgornje organske faze, v katerih so se nahajali oksidi holesterola, v Ciste, 20 ml viale
(Supelco, SU860097), dodali Se 15 ml heksana (Merck, 1.04371) in jih zaprli z navojnimi
pokrovcki (Supelco, SU860101) in jih do postopka SPE hranili v hladilniku pri (4+1) °C.

Ekstrakcija s trdno fazo (SPE)

Za ekstrakcijo s trdno fazo (SPE) smo uporabili kolono Strata SI-1 (Phenomenex”; 8B-
S012-FBJ). Vsako kolono smo najprej kondicionirali z 2,5 ml heksana (Merck, 1.04371) in
eluat zavrgli. S kondicioniranjem smo dosegli aktivacijo povrSine polnila in s tem omogocili
boljSo vezavo oksidov holesterola. Nato smo na kolono uvajali 20 ml vzorca (celotno
koli¢ino vzorca, ki smo jo pripravili z ekstrakcijo). Da smo dosegli dobro vezavo OH v
koloni, smo uravnavali po€asno potovanje vzorca skozi kolono. Eluat smo zavrgli. Sledilo je
izpiranje kolone; najprej z 2,5 ml heksana (Merck, 1.04371), nato pa Se z 2,5 ml meSanice
heksana (Merck, 1.04371) in dietiletra (Merck, 1.07026) v razmerju 75:25. Tako smo iz
kolone izprali nezazelene komponente, eluat pa smo zavrgli. Pred zadnjo fazo smo kolono
posusili v pretoku zraka in nazadnje kolono spirali z 2 ml mobilne faze, meSanice
acetonitrila (Sigma-Aldrich, 34851) in izopropanola (Merck, 1.00998) (v razmerju 55:45) in
eluat lovili v epruveto. Vsebino epruvet, ki smo jo dobili s SPE, smo s stekleno kapalko
(ISO 7712, Brand Gmbh+Co., Nemcija) prenesli v temne viale in sledila je analiza z LC-
MS/MS.

Vzorce smo analizirali s tekoCinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno
spektrometrijo (LC-MS) in uporabili sistem Agilent Technology 1100 (komponente
aparature: glej pod tocko 3.2.2.2).

Kromatografski pogoji:
— nacin kromatografije: RP (reverzna faza),
— kromatografska kolona Kinetex CI18 (2,6 um x 2,1 x 100 mm) (Phenomenex,
Torrance, ZDA, 00F-4439-B0),
— mobilna faza A: H,O,
— mobilna faza B: acetonitril (AcN),
— volumen injiciranja: 10 pl,
— temperatura vzorcev: 8 °C,
— temperatura kolone: 45 °C.

Preglednica 11: Kromatografski pogoji (gradienti mobilne faze) pri dolo¢anju oksidov
holesterola in holesterola

Table 11: Chromatography conditions (mobile phase gradient) to determine cholesterol oxides
and cholesterol

Cas (min)mobilna faza A (%)mobilna faza B (%)pretok (ml/min)

0,00 20 80 0,400
3,00 2 98 0,400
7,50 2 98 0,400
7,60 20 80 0,400
12,00 20 80 0,400
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Za detekcijo OH in holesterola smo uporabili masni detektor Micromass Quattro Micro
(Waters, Milford, MA, ZDA) z elektrorazprsilno ionizacijo (Electrospray lonization - ESI),
ki je deloval pri naslednjih pogojih:

— napetost kapilare 3,2 kV v pozitivnem nacinu ionizacije (ESI+),

— napetost vhodne lece: 30V,

— ekstraktor: 2V,

— temperatura izvora: 120 °C,

— temperatura razprSilnega Nj: 350 °C,

— pretok N, vhodne lece: 50 1/h,

— pretok razprSilnega N,: 400 1/h,

— nacin detekcije: MRM nacin (Multiple Reaction Monitoring).

Preglednica 12: Pogoji detekcije pri dolo¢anju 7a-HC, 7p-HC, 20a-HC, 22-HC, 25-HC in
holesterola v MRM

Table 12: Terms of detection for 7a-HC, HC-7p, 200-HC, HC-22, HC-25 and cholesterol in the
MRM mode

Parameter m/z prehod vhodnalefa (V) trkalna celica (V) Rt (min)

7oa-HC 367,22 145,22 30 30 2,80
7B-HC 367,22 145,22 30 30 3,90
20a-HC 367,22 147,22 30 30 4,13
22-HC 367,22 147,22 30 30 3,50
25-HC 367,22 147,22 30 30 2,75
holesterol 369,18 147,22 30 30 7,81

7a-HC: 7a-hidroksiholesterol, 7B-HC: 7B-hidroksiholestrol, 20a-HC: 20a-hidroksiholesterol, 22-HC: 22-hidroksiholesterol, 25-HC: 25-
hidroksiholesterol. M/z: razmerje masa/naboj. V: napetost. Rt: retenzijski ¢as

Detekcija na masnem spektrometru je potekala v MRM nacinu in energiji trkalne celice 30
V. V preglednici 12 so predstavljeni pogoji detekcije (prehodi) pri dolo¢anju OH in
holesterola.

Sledila je obdelava podatkov s programom Quantify v MassLynx' ™ V4.1,

OH in holesterol so bili dolo¢eni po njihovih retenzijskih ¢asih v primerjavi z naslednjimi
standardi: 7a-hidroksiholesterol (Steraloids Inc., C6420-000); 7B-hidroksiholesterol
(Steraloids Inc., C6430-000); 20a-hidroksiholesterol (Steraloids Inc., C6480-000); 22-
hidroksiholesterol (Steraloids Inc., C6485-000); 25-hidroksiholesterol (Steraloids Inc.,
C6510-000) in holesterol (Sigma, C-8667).

Izkoristek holesterola in OH je od 81 % do 86 %, natan¢nost pa od 2,6% do 4,6%. Meje
detekcije metode so bile od 10 ng do 13 ng injiciranega, meje kvantifikacije pa od 42 do 47
ng injiciranega. Izkoristek in kvantifikacija metode za dolo¢anje holesterola in razli¢nih OH
so bili dolo¢eni z metodo standardnega dodatka. V vzorec smo dodali vse analizirane
komponente v $tirih koncentracijah (0,5, 5, 25, 50 ng/g).
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3.2.3.4 Vrednotenje senzori¢nih lastnosti mariniranih pis¢ancjih mini filejev

V sklopu III smo ovrednotili vpliv obogatitve piS¢ancjega mesa z n-3, uporabe razli¢nih
nosilcev (sol, skrob, olje) ekstrakta in nacina toplotne obdelave na senzori¢ne lastnosti
mariniranih piS¢anc¢jih mini filejev.

Vrednotenje senzori¢nih lastnosti smo opravili na mariniranih piS¢ancjih mini filejih, ki smo
jih ob vsakokratnem vzorcenju (po eno-, pet- in devetdnevnem skladiS¢enju) obdelali s
tremi razli¢nimi postopki toplotne obdelave (Zar, pecica, pecica IR).

Ocenjevanje, ki ga je izvedel panel stirih izkuSenih preskusevalcev, je potekalo po enakem
postopku kot je opisano v tocki 3.2.2.3. Pri tem smo uporabili metodo kvantitativne
deskriptivne analize z nestrukturirano lestvico (1-4-7) (Golob in sod., 2006).

Ocenjevali smo pojav tujih vonjev, zarke arome, arome po postanem (WOF) in ostalih tujih
arom ter pri tem uporabili naslednja merila za ocenjevanje teh lastnosti:

Tuji vonji:
1 — ni tujih vonjev
7 — tuji vonji so mo¢no izraziti

Zarka aroma:
1 — ni zarke arome
7 — zarka aroma je moc¢no izrazita

Aroma po postanem (WOF):
1 —ni arome po postanem
7 — aroma po postanem je mocno izrazita

Tuje arome:
1 —ni tujih arom
7 — tuje arome so mocno izrazite

3.2.3.5 Dolocanje vsebnosti heterocikli¢nih aromatskih aminov (HAA)

Piscancje mini fileje, ki smo jih pripravili po postopku opisanem v tocki 3.1.3.3, smo po
toplotni obdelavi najprej senzori¢no ovrednotili in nato na teh vzorcih dolocili Se vsebnost
HAA, po postopku in metodi, ki sta opisana v tocki 3.2.2.2.

Vsebnost HAA smo dolocili na povprecnem predhodno homogeniziranem vzorcu mini
filejev posamezne podskupine (podskupine glede na uporabljen nosilec brinovega ekstrakta;
olje, skrob, sol) obdelanih s tremi razlicnimi postopki toplotne obdelave. Dobljene rezultate
smo izrazili v ng HAA/kg mini fileja.

3.2.3.6 Dolocanje vsebnosti kreatina in kreatinina

Kreatin oz. kreatinin je poleg reducirajocih sladkorjev in prostih AK pomemben prekurzor
za tvorbo HAA. Klju¢na je njegova vloga predvsem pri tvorbi t.i. »termi¢nih« HAA oz.
AlIA, saj se le-ti brez kreatina oz. kreatinina ne tvorijo. Prisotnost kreatina/kreatinina
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pomembno vpliva tudi na mutagenost HAA, saj se z vi§jo vsebnostjo kreatina/kreatinina
dokazano poveca tudi mutagenost.

Vsebnost kreatina/kreatinina smo doloc¢ali v presnih mini filejih ob vsakem vzorcenju (1., 5.
in 9. dan skladi$¢enja) po nekoliko modificirani metodi kot jo je uporabila Stopar (2013), in
sicer z metodo predhodnega segrevanja. Pri tem smo izpustili fazo ekstrakcije s trdno fazo
(SPE). Rezultate smo izrazili v mmol/kg.

V 50 ml centrifugirko (Saerstedt, 62.548.004) smo zatehtali 3,000 (£0,001) g
shomogeniziranega presnega vzorca in dodali 30 ml destilirane vode. Vzorec smo nato Se 2
min dodatno homogenizirali s homogenizatorjem (Ultra-turax 25, nastavek S25N-18G;
IKA, Nemcija) pri 1100 obratih/min. Sledilo je 10-min segrevanje vzorca v vodni kopeli pri
temperaturi 70 °C, da je potekla denaturacija v vzorcu prisotnih beljakovin. Nato smo
vzorce temeljito premesali na vorteksu (MS2 Minishaker, IKA) in dobljeno suspenzijo
najprej prefiltrirali preko filter papirja (Sartorious grade: 388). Dobljen filtrat smo nato
prefiltrirali Se preko celuloznega filtra (0,20 um; Minisart RC 15) in v viale z navojem zbrali
priblizno 1 ml filtrata. Tako pripravljene vzorce smo analizirali z LC-MS.

Vsebnost kreatina in kreatinina smo analizirali s tekoCinsko kromatografijo, sklopljeno s
tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS) in uporabili sistem Agilent Technology 1100
enako kot pri dolocanju vsebnosti HAA ter OH in holesterola (komponente aparature: glej
pod tocko 3.2.2.2).

Kromatografski pogoji:
— nacin kromatografije: HILIC,
— kromatografska kolona: Xbridge™™ HILIC 5 pm x 2,0 x 100 mm (Waters),
— mobilna faza A: 100 mM amonijev formiat v H,0,
— mobilna faza B: acetonitril (AcN),
— volumen injiciranja: 10 pl,
— temperatura vzorcev: 4 °C,
— temperatura kolone: 30 °C.

Preglednica 13: Kromatografski pogoji (gradienti mobilne faze) pri dolofanju kreatina in
kreatinina

Table 13: Chromatography conditions (mobile phase gradient) to determine creatine and
creatinine

Cas (min) mobilna faza A (%) mobilna faza B (%) pretok (ml/min)

0,00 10 90 0,200
25,00 90 10 0,200
25,10 10 90 0,200
33,00 10 90 0,200

Za detekcijo kreatina in kreatinina smo uporabili masni detektor Micromass Quattro Micro
(Waters, Milford, MA, ZDA) z elektrorazprsilno ionizacijo (Electrospray lonization - ESI),
ki je deloval pri naslednjih pogojih:

— napetost kapilare 3,5 kV v pozitivnem nacinu ionizacije (ESI+),

— napetost vhodne lece: 0,3V,
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— temperatura izvora: 120 °C,

— temperatura razprSilnega Nj: 350 °C,
— pretok N, vhodne lece: 50 1/h,

— pretok razprsilnega N,: 400 I/h.

Detekcija na masnem spektrometru je potekala v SIR nacinu. V preglednici 14 so
predstavljeni pogoji detekcije pri dolo¢anju kreatina in kreatinina.

Preglednica 14: Pogoji detekcije pri dolo¢anju vsebnosti kreatina in kreatinina
Table 14: Terms of detection of creatine and creatinine

Parameter m/z (ESI+) cona (V) Rt (min)
kreatin 132,2 43 12,44
kreatinin 1143 43 6,95

Obdelavo podatkov smo izvedli s programom Quantify v MassLynx'™ V4.1.

Umeritvena krivulja za dolo¢anje kreatina in kreatinina

Za kvantitativno dolo¢anje kreatina in kreatinina smo uporabili standard kreatina (Sigma,
C0780) oz. kreatinina (Sigma, 4255). V 50 ml bucko smo zatehtali 25 mg standarda kreatina
oz. kreatinina in do oznake dopolnili z destilirano vodo. Iz tako pripravljene standardne
raztopine kreatina/kreatinina smo pripravili ustrezne red¢itve, ki smo jih uporabili za
pripravo umeritvene krivulje. Zafetna koncentracija za kreatin (SS kreatin) je bila 494 mg/l,
za kreatinin (SS kreatinin) pa 510 mg/1.

Preglednica 15: Red¢itve osnovne raztopine (SS) kreatina/kreatinina za pripravo umeritvene
krivulje

Table 15: Dilution of the stock solution (SS) of creatine/creatinine for the preparation of the
calibration curve

Kreatin Kreatinin

Oznaka SS kreatin (ul) dH,O (ul) | Oznaka SS kreatinin (nl) dH,O (ul)
K001 20 980 Kr001 20 980
K002 30 970 Kr002 30 970
K003 40 960 Kr003 40 960
K004 50 950 Kr004 50 950
K005 60 940 Kr005 60 940
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Slika 12: Umeritvena krivulja za dolocanje kreatina v mariniranih mini filejih
Figure 12: Calibration curve for determine creatine in marinated mini fillets
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Slika 13: Umeritvena krivulja za dolocanje kreatinina v mariniranih mini filejih
Figure 13: Calibration curve to determine creatinine in marinated mini fillets

3.2.3.7 Statisti¢na obdelava podatkov za sklop III

Rezultate, pridobljene iz analiz, smo pripravili in uredili s programom Microsoft Excel
2007. Osnovne statisticne parametre smo izraunali s postopkom MEANS, s postopkom
UNIVARIATE pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve (SAS Software, 1999).
Analiza podatkov je bila izvedena s programsko opremo Statistical Analysis System (SAS)
software, version 8.1 (SAS Institute, Cary, NC, ZDA).

Eksperiment za vrednotenje fizikalno-kemijskih parametrov (izguba mase med toplotno
obdelavo, barvne vrednosti L*, a in b*, Stevilo TBK, vsebnost posameznih in skupnih OH
ter stopnje oksidacije, kreatina, kreatinina in skupnega kreatina, posameznih in skupnih
HAA) in senzori¢nih lastnosti mariniranih piS¢ancjih mini filejev je bil zastavljen kot
faktorski poskus 2 x4 x3 x 2 (2 tipa pis¢ancjega mesa (obi¢ajni in n-3-obogateni mini
fileji), 4 skupine glede na vezavo ekstrakta brinovih jagod na nosilce (t.j. brez ekstrakta,
olje, skrob in sol) in 3 nacini toplotne obdelave (pecica IR, pecica in dvoploscni zar), dneva
merjenja (1., 5. in 9. dan po pakiranju) in nacin pakiranja (tj. MAP in vakuumsko)).
Pricakovane povprec¢ne vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izracunane s testom
LSM in primerjane pri 5 % tveganju.
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3.2.4 Sklop I'V: Razli¢ni aerobni pogoji v embalaZni enoti in njihov vpliv na tvorbo
produktov oksidacije in HAA v komercialnih pi§¢ancjih sekljancih, obogatenih
z n-3 VNMK

V sklopu IV smo pripravili komercialne piscancje sekljance kot je opisano v tocki 3.1.4.1.
Na presnih sekljancih smo senzori¢no in instrumentalno ovrednotili barvo, izmerili vrednost
pH, dolocili osnovno kemijsko sestavo (z vsebnostjo prekurzorjev HAA — kreatin/kreatinin)
in mascobnokislinski profil ter Stevilo TBK. Senzori¢ne lastnosti, vsebnost holesterola, OH
in HAA pa smo dolocili na sekljancih po toplotni obdelavi.

V tem sklopu smo opravili nekatere analize, katerih metode in postopki so natancno opisani
v predhodnih sklopih.

Instrumentalno merjenje barve smo opravili v §tirih paralelkah za vsak nacin pakiranja po
postopku, ki je opisan v tocki 3.2.3.1.

Senzoricno smo ovrednotili poslabSanje barve presnih sekljancev po osemdnevnem
skladis¢enju ter pojav tujih vonjev, zarke arome, arome po postanem (WOF) ter ostalih tujih
arom pri toplotno obdelanih sekljancih. Senzori¢no ocenjevanje je potekalo v skladu z
metodo kvantitativne deskriptivne analize, ki je opisana v tocki 3.2.2.3 oz. 3.2.3.4. Skupina
Stirih preskusSevalcev je pri tem uporabila strukturirano tockovno lestvico (od 0 do 4 tocke),
kjer vsaka tocka poda stopnjo izrazenosti dolocene senzori¢ne lastnosti:

— tocka 0: lastnost ni izrazena,

— tocka 1: lastnost je rahlo izrazena,

— tocka 2: lastnost je srednje izrazena,

— tocka 3: lastnost je moc¢no izrazena,

— tocka 4: lastnost je zelo moc¢no izraZena.

Stevilo TBK, ki kaZe stopnjo oksidacije, smo dolo¢ili po metodi, ki je opisana v tocki
3.2.3.2, in sicer za vsak nacin pakiranja v treh paralelkah. Stevilo TBK smo izrazili s
pomocjo umeritvene krivulje s standardnim dodatkom.

Vsebnost holesterola, OH in HAA smo dolocili na povprecnem vzorcu toplotno obdelanih
sekljancev iz Sestih zavitkov vsake od podskupin. Analize smo izvedli v dveh paralelkah (2
paralelki x 3 proizvodne ponovitve = 6 dolo¢anj). Za dolo¢anje vsebnosti holesterola in OH
smo uporabili metodo po Polaku in sod. (2010), ki je natanéno opisana v tocki 3.2.3.3,
medtem ko smo koli¢ino nastalih HAA v sekljancih dolo¢ili z modificirano metodo, ki jo
opisujejo Messner in Murkovic (2004) ter Sentellas in sod. (2004), po postopku opisanem v
toCki 3.2.2.2. Holesterol in okside holesterola smo izrazili v mg/kg sekljanca, HAA pa pg
/kg sekljanca.

Poleg zgoraj navedenih analiz smo v sklopu IV opravili e analizo osnovne kemijske sestave
in meritev vrednosti pH svezih sekljancev ter sestavo plinske meSanice v embalaznih
enotah.

3.2.4.1 Dolocanje osnovne kemijske sestave in vrednosti pH

Analizo osnovne kemijske sestave nismo dolocali na vseh sekljancih, ker smo sklepali, da se
njihova sestava za posamezno skupino (obicajen, n-3-obogaten) bistveno ne razlikuje glede
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na nacin pakiranja. Izbrali smo sekljance, ki so bili pakirani v MAP-hO,. V en vzorec smo
zdruzili po tri pladnje iz vsake skupine in analizo nato opravili v dveh paralelkah. Skupaj
smo opravili analizo na Sestih vzorcih (1 % nacin pakiranja x 3 pladnji x 2 tipa mesa = 6).

Za dolocitev vsebnosti vode, beljakovin, mascob, soli in kolagena v izdelanih sekljancih
smo uporabili hitro metodo dolo¢anja, ki temelji na uporabi bliznje infrardeCe svetlobe
(NIR). Homogenizirane vzorce smo prenesli v posebne okrogle pladnje (Foss, 60000304),
jih razmazali in zgladili povrSino. Osnovno kemijsko sestavo smo nato izmerili z aparatom
FoodScan™ Meat Analyser (Foss, Danska), ki zagotavlja tako ponovljivost meritev na
sekljancih, ki je primerljiva s ponovljivostjo metod, ki temeljijo na odboju svetlobe na
povrsini. Instrument smo predhodno kalibrirali in uporabili za merjenje vseh osnovnih
parametrov, kot so vsebnost vode, beljakovin in mascob.

Ponovljivost meritev smo zagotovili z analiziranjem Sestih naklju¢no izbranih vzorcev, pri
katerih je znaSal koeficient variabilnosti rezultatov vsebnosti vode, beljakovin in mascob
manj kot 0,2 %.

Z NIR analizo smo vsebnost mas¢obe/vode dolocili z natan¢nostjo 0,4 % do 0,8 %, vsebnost
beljakovin pa z natanc¢nostjo 0,3 % do 0,6 %. Ponovljivost meritev smo zagotovili z
analiziranjem naklju¢nega vzorca v Sestih paralelkah, koeficient variabilnosti rezultatov
vsebnosti vode, beljakovin in mascob je znaSal manj kot 0,2 %.

Vzorce sekljancev smo po NIR analizi shranili in jih nato uporabili Se za dolocanje
mascobnokislinske sestave, ki smo jo izvedli po postopku, ki je opisan v tocki 3.2.2.1.
Analizo smo izvedli v dveh paralelkah.

Poleg osnovne kemijske analize in maScobnokislinskega profila smo okviru dolo¢anja
kemijske sestave dolocili Se vsebnost kreatina/kreatinina, ki je kljucen prekurzor pri tvorbi
HAA. Analizo smo izvedli na presnih sekljancih po postopku in metodi, ki sta opisana v
tocki 3.2.3.6. Rezultate smo izvrednotili s pomoc¢jo umeritvene krivulje in jih izrazili v
mmol/kg sekljanca.

Merjenje vrednosti pH smo izvedli z vbodno kombinirano stekleno gelsko elektrodo tipa 03
(Testo pH elektroda) priklju¢eno na pH meter (Testo 230, Testo, Italija) opremljen s
temperaturnim tipalom (Testo, 0613 2211). Natan¢nost merjenja je bila [] 0,01 enote. pH
meter je bil umerjen na pH 4,00 in pH 7,00. Vrednost pH smo izmerili dvakrat, v
geometrijskem srediScu vsakega vzorca.

3.2.4.2 Sestava plinske meSanice v embalazni enoti

Koncentracijo plinov (O, in CO;) smo dolo¢ili v embalaznih enotah takoj ob pakiranju in po
osmih dneh skladiS¢enja. Meritve smo opravili s prenosnim analizatorjem plinov
OXYBABY® V (OxyBaby" V; Witt-Gasetechnik GmbH & Co KG, Avstrija). Ta aparat je
posebej namenjen analizi plinov v embalaznih enotah Zivilskih izdelkov, Se posebej za
pakirane v modificirani atmosferi. Pred uporabo smo analizator vedno kalibrirali na svez
zrak v prostoru. Absolutna natanc¢nost meritev (0,1 %) pri temperaturi 20 °C je bila
doseZena pri koncentracijah O, <10 vol %, relativna natan¢nost <1 % pa pri koncentracijah
0, od 10 vol % do 100 vol %.
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3.2.4.3 Statisti¢na obdelava podatkov za sklop IV

Rezultate, pridobljene iz analiz, smo pripravili in uredili s programom Microsoft Excel
2007. Osnovne statisticne parametre smo izracunali s postopkom MEANS, s postopkom
UNIVARIATE pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve (SAS Software, 1999).
Analiza podatkov je bila izvedena s programsko opremo Statistical Analysis System (SAS)
software, version 8.1 (SAS Institute, Cary, NC, ZDA).

Eksperiment za vrednotenje fizikalno-kemijskih (izguba mase med toplotno obdelavo,
barvne vrednosti L", a” in b, §tevilo TBK, vsebnost posameznih in skupnih OH ter stopnje
oksidacije, kreatina, kreatinina in skupnega kreatina, posameznih in skupnih HAA) in
senzori¢nih lastnosti komercialnih piScancjih sekljancev je bil zastavljen kot faktorski
poskus 2 x 4 x 3 (2 tipa piS¢an¢jega mesa (obi¢ajni in n-3-obogateni sekljanci), 4 sestave
plinov v embalazni enoti (t.j. WF-1CO,, MAP-hCO,, MAP-hO, in MAP-LO,) in 3
proizvodne ponovitve). Interakcija tip piScan¢jega mesa X sestava atmosfere v embalazni
enoti ni bila statisti€no znacilna (p > 0,05), zato v model ni bila vkljuena. Poskus merjenja
sestave plinov v embalaznih enotah je bil prav tako zastavljen kot faktorski poskus 2 x 4 x 3
(2 casa skladisScenja (takoj in po osmih dneh), 4 sestave plinov v embalazni enoti in 3
proizvodne ponovitve). Pricakovane povprene vrednosti za eksperimentalne skupine so
bile izraCunane s testom LSM in primerjane pri 5 % tveganju. Pearsonovi korelacijski
koeficienti (r) med izmerjenimi parametri so bili izraCunani s postopkom CORR (SAS
Software, 1999).
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4 REZULTATI
4.1 SKLOP I: KARAKTERIZACIJA RASTLINSKIH EKSTRAKTOV

4.1.1 Dolocanje skupnih fenolnih spojin

V preglednici 16 so podani rezultati dolo¢anja skupnih fenolnih spojin z metodo Folin-
Ciocalteu v rastlinskih ekstraktih brinovih jagod, lubja bora, rozmarina, jabol¢nih olj¢nih in
grozdnih tropin ter grozdnih pesk, izrazenih kot galna kislina v mg na liter ekstrakta. Najvec
skupnih fenolnih snovi vsebujejo ekstrakti lubja bora (LB6), rozmarina (ROZ2, ROZ3 in
ROZ4) in grozdnih pesk (GP1), in sicer med 1501 in 4742 mg/l, izraZenih kot galna kislina,
temu sledijo ostali ekstrakti, ki vsebujejo tudi 10-krat manj skupnih fenolnih snovi.

Preglednica 16: Rezultati dolo¢anja skupnih fenolnih spojin z metodo Folin-Ciocalteu v
rastlinskih ekstraktih brinovih jagod, lubja bora, roZmarina, jabolénih oljénih in grozdnih
tropin ter grozdnih pesk, izraZenih kot galna Kislina v mg na liter ekstrakta

Table 16: The results of total phenolic compounds determination by the method of Folin-
Ciocalteu in plant extracts of juniper berries, pine bark, rosemary, apple, olive and grape
pomace as well as grape seed, expressed as gallic acid in mg per liter of extract

Ekstrakt Cgts (mg/l) standardni odklon
BRI 577,5 82,6
BR3 4262 63,1
BR4 189,4 60,5
LB3 387,2 -
LB4 310,2 -
LB5 320,8 -
LB6 47420 -
ROZ2 1501,0 -
ROZ3 2766.2 -
ROZ4 2222 -
JT1 354 -
T2 39,4 -
IT3 42,7 -
OT1 183,0 -
OT2 519,4 -
GT1 788,7 -
GP1 2659,9 -

Legenda: ¢y (mg/l) — koncentracija skupnih fenolnih spojin, izraZeni kot galna kislina v mg na liter ekstrakta; BR1 —
brinove jagode (Vol¢e, 550 m n.m.v.), BR3 — brinove jagode (kupljene), BR4 — brinove jagode (Vrems¢ica, 1000 m
n.m.v.), LB3 — lubje ¢rnega bora (Vol¢e, 550 m n.m.v.), LB4 — lubje rdecega bora, LBS — lubje zelenega bora, LB6 — lubje
pinje (obmogje Kopra), LB6 filter — lubje pinje (obmog&je Kopra) preko filtra, ROZ2 — suh rozmarin (Kotanyi), ROZ3 — suh
rozmarin (Maestro), ROZ4 — sveZ rozmarin (obmogje Kopra), JT1 — jaboléne tropine sorte Idared, JT2 — jaboléne tropine
sorte Gloster, JT3 — jabol&ne tropine sorte Mutsu, OT1 —oljéne tropine sorte Belica, OT2 — oljéne tropine sorte Crnica,
GT1 — grozdne tropine sorte Refosk, GP1 — grozdne peske sorte Refosk
Legend: ¢, (mg 1I™") — concentration of total phenolic compounds as gallic acids (mg 1! of extract); BR1 — juniper berries
(Volée, 550 m n.m.v.), BR3 — juniper berries, BR4 — juniper berries (Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.), LB3 — black pine bark
(Volée, 550 m n.m.v.), LB4 — red pine bark, LB5 — green black pine bark, LB6 — pinus bark (Koper), ROZ2 — dry rosemary
(Kotanyi), ROZ3 — dry rosemary (Maestro), ROZ4 — fresh rosemary (Koper), JT1 — apple pomace, Idared, JT2 — apple
pomace, Gloster, JT3 — apple pomace, Mutsu, OT1 — olive pomace, Belica, OT2 — olive pomace, sorte Crnica, GT1 —
grape pomace, Refosk, GP1 — grape seeds, Refosk

67



Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Metoda Folin-Ciocalteu je preprosta, obcutljiva in tudi natan¢na metoda, ki se pogosto
uporablja za dolocanje skupnih fenolnih spojin v rastlinskih materialih. Pomanjkljivost te
metode je v tem, da z reagentom FC reagirajo tudi Stevilne druge substance, ki motijo
analizo. To so vecinoma ogljikovi hidrati (sladkorji), nekatere aminokisline, Zveplov
dioksid, askorbinska kislina, aromati¢ni amini, organske kisline, Fe(Il), nefenolne organske
snovi in drugi reducenti (Roura in sod., 2009). Prav to je najverjetneje razlog, da so razlike
v vsebnosti skupnih fenolnih spojin (preglednica 16) tudi znotraj posameznih skupin
(brinove jagode, lubje bora, olj¢ne tropine) precej velike, na kar vpliva verjetno tudi
podrocje rasti in obdelave posameznega rastlinskega materiala.

4.1.2 Dolocanje posameznih fenolnih spojin

V izbranih etanolnih ekstraktih smo dolo¢ili tudi koncentracije nekaterih najbolj zastopanih
fenolnih spojin, katerih rezultati so predstavljeni v prilogi A.

4.1.3 Dolocanje citotoksi¢nosti in genotoksi¢nosti etanolnih ekstraktov
4.1.3.1 Test MTS in MTT za dolocanje citotoksi¢nosti

Izbrane etanolne ekstrakte smo v nadaljevanju nameravali uporabiti kot dodatke k Zzivilu
(meso, sekljanci), ki so bili namenjeni za humano uzivanje, zato smo predhodno zeleli
preveriti njihovo morebitno citotoksi¢no oz. genotoksicno aktivnost.

Morebitno citotoksi¢no delovanje izbranih etanolnih rastlinskih ekstraktov smo dolocali s
testom MTS oz. MTT po 24-urni izpostavitvi celic HepG2. Pri testiranju genotoksi¢nega
delovanja neke snovi je pomembno, da proucujemo koncentracije, ki ne vplivajo na zivost
celic. Pri obeh testih smo uporabili 1 v/v % raztopino posameznega ekstrakta (koncna
koncentracija EtOH = 0,7 %), s katero smo tretirali celice HepG2. Izvedli smo oba testa saj
so bili nekateri vzorci obarvani, zaradi ¢esar lahko pri testu MTS dobimo lazno pozitivne
rezultate, ki so posledica obarvanosti vzorca in ne povecane aktivnosti encimov, ki jo
merimo. Tako smo ugotovitve testa MTS nadalje potrdili Se s testom MTT, ki je bolj
primeren tudi za obarvane vzorce.

Rezultati obeh testov so pokazali (slika 14 in slika 15), da zivost celic ni bila v nobenem
primeru zmanjSana za ve¢ kot 30 %. To potrjuje naso predpostavko, da noben izmed
testiranih rastlinskih ekstraktov pri koncentraciji 1 v/v % ni vplival na Zivost celic HepG2.

Iz slike 14 in 15 je razvidno, da je v nekaterih primerih % zivost celic celo vi§ja kot v
kontrolni skupini. Izstopali so predvsem ekstrakti lubja bora. Mozna razlaga za ta pojav je,
da ti ekstrakti vsebujejo doloCene snovi, ki stimulativno vplivajo na delitev celic oz. da
povecajo aktivnost mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze zaradi spremenjenih celi¢nih
procesov pod vplivom ekstraktov. Mozen razlog za takSen rezultat pa je tudi morebiten
zaostanek barve samega ekstrakta v celicah, kar lahko premakne spekter samih meritev. To
so nasa predvidevanja, ki pa jih ne moremo potrditi.
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Legenda: PK — pozitivna kontrola (etoposid 30 pg/ml), K — kontrola gojis€a, 0 — kontrola topila, BR1 — brinove jagode
(Volée, 550 m n.m.v.), BR3 — brinove jagode (kupljene), BR4 — brinove jagode (Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.), LB3 — lubje
¢rnega bora (Volée, 550 m n.m.v.), LB4 — lubje rdecega bora, LB5 — lubje zelenega bora, LB6 — lubje pinje (obmocje
Kopra), LB6 filter — lubje pinje (obmo&je Kopra) preko filtra, ROZ2 — suh rozmarin (Kotanyi), ROZ3 — suh rozmarin
(Maestro), ROZ4 — svez rozmarin (obmog&je Kopra), JT1 — jaboléne tropine sorte Idared, T2 — jabol&ne tropine sorte
Gloster, IT3 — jabol&ne tropine sorte Mutsu, OT1 — oljéne tropine sorte Belica, OT2 — oljéne tropine sorte Crnica, GT1 —
grozdne tropine sorte Refosk, GP1 — grozdne peske sorte Refosk
PK — positive control (etoposid 30 pg/ml), K — broth control, 0 — control — solvent, BR1 — juniper berries (Vol¢e, 550 m
n.m.v.), BR3 — juniper berries, BR4 — juniper berries (Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.), LB3 — black pine bark (Volce, 550 m
n.m.v.), LB4 — red pine bark, LB5 — green black pine bark, LB6 — pinus bark (Koper), ROZ2 — dry rosemary (Kotanyi),
ROZ3 — dry rosemary (Maestro), ROZ4 — fresh rosemary (Koper), JT1 — apple pomace, Idared, JT2 — apple pomace,
Gloster, JT3 — apple pomace, Mutsu, OT1 — olive pomace, Belica, OT2 — olive pomace, sorte Crnica, GT1 — grape
pomace, Refosk, GP1 — grape seeds, Refosk

Slika 14: Dolocanje Zivosti celic HepG2 (%) s testom MTS (glede na topilo) po 24 -urnem
tretiranju z rastlinskimi ekstrakti

Figure 14: Viability (%) of HepG2 cells measured by MTS assay (calculated on solvent) after
24 h treatment with plant extracts
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Legenda: glej sliko 14: Legend: see Figure 14

Slika 15: Dolocanje Zivosti celic HepG2 (%) s testom MTT (glede na topilo) po 24-urnem
tretiranju z rastlinskimi ekstrakti

Figure 15: Viability (%) of HepG2 cells measured by MTT assay (calculated on solvent) after
24 h treatment with plant extracts
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4.1.3.2 Test komet za doloCanje genotoksic¢nosti rastlinskih ekstraktov

S testom komet smo ugotavljali nastanek prelomov DNK v celicah, ki so bile izpostavljene
rastlinskim ekstraktom. Z alkalno razli¢ico testa komet smo poleg eno- in dvoveriznih
prelomov DNK, ki so posledica neposrednega delovanja ekstraktov, zaznavali tudi prelome,
ki nastanejo kot posledica popravljanja poskodb DNK povzrocenih zaradi dodatka
ekstraktov.

Celice HepG2 smo za 24 h izpostavili 1 % raztopinam razli¢nih rastlinskih ekstraktov in
dolo¢ili delez poskodovane DNK, ki se nahaja v repu. Na slikah od 16 do 20 je prikazan
povpreéni delez DNK v repu (%) treh neodvisnih ponovitev poskusa. Kot pozitivno
kontrolo smo uporabili 30 uM benzo-a-piren (BaP).

Iz slik 16-20 je razvidno, da ekstrakti v vecini primerov niso povzrocili statisticno
znacCilnega povecanja prelomov DNK v primerjavi s kontrolno skupino. Med vsemi
ekstrakti nekoliko izstopa samo vzorec BR1 (slika 16). Pri tem je delez poskodovane DNK
v repu le nekoliko povecan glede na kontrolo in sklepamo, da to nima pomembnega
bioloSkega vpliva. To lahko sklepamo tudi glede na preostala dva ekstrakta brinovih jagod
(BR3 in BR4), kjer je delez poskodovane DNK v repu v obmocju kontrole.

50 BR1 50 BR3

m 40
. -
2 2
30 230
= =
&2 & 20
*® &

10 é 10

ol == 0 é % é

K o 1 PK K 0 1 PK
vZorec vZorec

vZorec

Legenda: K — kontrola gojis¢a, 0 — kontrola topila, 1 — posamezen vzorec, PK — pozitivna kontrola (etoposid 30 pg/ml)

Slika 16: Nastanek poSkodb DNK (% DNK v repu) pri celicah HepG2 po 24-urni izpostavitvi 1
v/v % raztopini ekstraktov brinovih jagod (BR1, BR3 in BR4)

Figure 16: DNA damage (percentage tail DNA) in HepG2 cells after 24 hours of exposure to 1
v/v % solution of different juniper berries extracts (BR1, BR3 and BR4)
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Legenda: 0 — kontrola topila, K — kontrola gojis¢a, PK — pozitivna kontrola (etoposid 30 pg/ml)
Slika 17: Nastanek posSkodb DNK (% DNK v repu) pri celicah HepG2 po 24-urni izpostavitvi 1
v/v % raztopini ekstraktov lubja bora (LB3, LB4, LBS in LB6)

Figure 17: DNA damage (percentage tail DNA) in HepG2 cells after 24 hours of exposure to 1
v/v % solution of different pine bark extract (LB3, LB4, LB5 and LB6)
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Legenda: 0 — kontrola topila, K — kontrola gojis¢a, PK — pozitivna kontrola (etoposid 30 pg/ml)
Slika 18: Nastanek poSkodb DNK (% DNK v repu) pri celicah HepG2 po 24-urni izpostavitvi 1
v/v % raztopini ekstraktov roZmarina (ROZ2, ROZ3 in ROZ4)

Figure 18: DNA damage (percentage tail DNA) in HepG2 cells after 24 hours of exposure to 1
v/v % solution of different rosemary extract (ROZ2, ROZ3 and ROZ4)
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Legenda: 0 — kontrola topila, K — kontrola gojis¢a, PK — pozitivna kontrola (etoposid 30 pg/ml)

Slika 19: Nastanek posSkodb DNK (% DNK v repu) pri celicah HepG2 po 24-urni izpostavitvi 1
v/v % raztopini ekstraktov jabol¢nih tropin (JT1, JT2 in JT3)

Figure 19: DNA damage (percentage tail DNA) in HepG2 cells after 24 hours of exposure to 1
v/v % solution of different appleskins extract (JT1, JT2 and JT3)
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Legenda: 0 — kontrola topila, K — kontrola gojisca, PK — pozitivna kontrola (etoposid 30 pg/ml)
Slika 20: Nastanek poSkodb DNK (% DNK v repu) pri celicah HepG2 po 24-urni izpostavitvi 1
v/v % raztopini ekstraktov grozdnih pesk (GP1) in tropin (GT1) ter oljénih tropin (OT1 in
0T2)

Figure 20: DNA damage (percentage tail DNA) in HepG2 cells after 24 hours of exposure to 1
v/v % solution of different grapeseeds (GP1) and skins (GT1) extract as well as different olive

pomace extract (OT1 and OT2)

Testi za doloCanje citotoksi¢ne in genotoksi¢ne aktivnosti so pokazali, da so vsi izbrani
ekstrakti primerni za humano prehrano. Na osnovi teh ugotovitev ter predhodnih raziskav, ki
so pokazale dolocene pozitivne ucinke pri upocasnitvi ali preprecitvi oksidativnih procesov,
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smo se odlocili, da bomo v nadaljnjih sklopih uporabili ekstrakte brinovih jagod, lubja bora
in rozmarina. V sklopu III smo se nato omejili samo na izbran ekstrakt brinovih jagod
(BR4), saj je v sklopu II med vsemi ekstrakti izkazal za boljSega predvsem pri
prepreCevanju tvorbe HAA pri n-3—obogatenih seklajncih.

4.2 SKLOP II: VEZAVA RASTLINSKIH EKSTRAKTOV NA RAZLICNE NOSILCE IN
NJIHOV VPLIV NA TVORBO HAA V PISCANCIJIH SEKLJANCIH,
OBOGATENIH Z 1n-3 VNMK

4.2.1 Predposkus

V prvi fazi sklopa II smo opravili predposkus, v okviru katerega smo dolocili
mascobnokislinski profil obi¢ajnih in n-3—obogatenih piScancjih filejev, ki smo jih nato
uporabljali v nadaljevanju sklopa II in v sklopu III. Podrobni rezultati analize
mascobnokislinske sestave filejev so predstavljeni v preglednici 17.

Rezultati analize so potrdili predvidevanje, da prehrana piS€ancev vpliva na vsebnost
dolocenih MK v samem mesu teh zivali. V okviru eksperimenta smo analizirali prsni file
piScancev, ki so bili krmljeni z obicajno krmo ter tistih, ki so bili krmljeni s krmo obogateno
z lanenimi semeni, ki so bogat vir n-3 VNMK. Sestava ter delezi n-3 in n-6 obicCajne
(konvencionalne) krme in krme obogatene z n-3 VNMK so prikazani v preglednici 5.

Rezultati, ki so prikazani v preglednici 17, kazejo da je delez skupnih #-3 VNMK v n-
3—obogatenih filejih ve¢ kot 2-krat vecji kot v obicajnih filejih, medtem ko je delez n-6
VNMK zelo podoben. To posledicno pomeni, da se pri n-3—obogatenih filejih bistveno
izboljsa tudi razmerje n-6/n-3, ki znasa 4,5 : 1, medtem ko je v obicajnih filejih to razmerje
bistveno vecje in s tem bistveno manj ugodno (11,2 : 1).

K povecanju deleza skupnih #n-3 VNMK in s tem tudi ugodnejSemu razmerju n-6/n-3 najvec
prispeva o-linolenska kislina (ALA, 18:3c¢is-9,12,15), ki v obicajnem fileju predstavlja 1,76
%, v n-3—obogatenem pa kar 2,5-krat vec, in sicer 4,33 %.

Krma obogatena z lanenim semenom vpliva tudi na povecano vsebnost dokozapentoenojske
(DPA, 22:5n-3) in dokozaheksaenojske (DHA, 22:6n-3) kisline, medtem ko je delez
eikozapentaenojske kisline (EPA, 20:51-3) pod mejo detekcije.

Z namenom dolocitve (optimalnih) pogojev za proucevanje tvorbe HAA v pis¢an¢jem mesu
smo v sklopu predposkusa testirali vpliv razlicne stopnje pecenosti in nacina toplotne
obdelave (pecica, pecica IR, zar) na tvorbo HAA v obicajnih in n-3—obogatenih pis¢ancjih
filejih.

V preglednici 18 so prikazani rezultati vsebnosti skupnih in nekaterih posameznih HAA, ki

se v pis¢anc¢jem mesu tvorijo v ve¢jem obsegu in tako prispevajo glavnino k skupnim HAA.
Vsi rezultati so predstavljeni v prilogi B.
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Preglednica 17: Mascobne Kisline in njihova vsebnost v obic¢ajnih in n-3—obogatenih piS¢ancjih

filejih

Table 17: Fatty-acids and their contents and in the control and n-3—enriched chicken fillets
Vsebnost (g/100 g SMK) v skupini

Mascobna kislina/obogatitev obic¢ajen n-3-obogaten
8:0 0,10 0,01
10:0 0,27 0,02
11:0 0,01 <0,01
12:0 0,43 0,22
13:0 0,01 <0,01
14:0 1,62 0,68
14:1cis-9 0,27 0,18
15:0 0,18 0,11
15:1cis-5 0,08 0,14
16:0 (palmitinska) 22,95 21,30
16:1trans-9 0,41 0,41
16:1cis-9 4,40 5,10
17:0 0,20 0,16
17:1trans-9 0,15 0,15
17:1cis-9 0,17 0,08
18:0 (stearinska) 6,79 5,65
18:1trans-9 0,42 0,23
18:1cis-9 (oleinska) 37,45 39,45
18:1cis-11 0,00 0,00
18:2cis-9,12 (linolna) 20,28 19,80
18:3¢is-6,9,12 0,16 0,17
18:3¢is-9,12,15 (ALA) 1,76 4,33
20:0 0,12 0,11
20:1cis-8 0,05 0,07
20:1cis-11 0,36 0,35
20:2cis-11,14 0,16 0,14
20:3¢is-9,11,14 0,14 0,13
20:4420:3 0,41 0,46
20:5¢is-5,8,11,14,17 (EPA) <0,01 <0,01
22:5¢is-4,7,10,13,16 0,09 0,10
22:5c¢is-7,10,13,16,19 (DPA) 0,07 0,15
22:6¢is-4,7,10,13,16,19 (DHA) 0,04 0,06
NMK 32,68 28,26
ENMK 43,75 46,19
VNMK 23,56 25,55
n-6 MK 20,99 20,55
n-3 MK 1,87 4,53
razmerje n-6/n-3 11,20 4,53
razmerje veckrat nenasi¢ene/nasicene 0,72 0,90

SMK, skupne mascobne kisline; n-6: 18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4 &20:3 + 22:5¢is-4,7,10,13,16; n-3: 18:3¢is-9,12,15 + 22:5c¢is-
7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19; razmerje n-6/n-3: (18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4&20:3 + 22:5¢is-4,7,10,13,16) / (18:3cis-
9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19); razmerje veckrat nenasi¢ene/nasicene: (18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4
&20:3 + 22:5¢is-4,7,10,13,16 + 18:3¢is-9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19) / (6:0 + 8:0 + 10:0 + 12:0 + 14:0 +
15:0 +16:0 + 17:0 + 18:0)

TFA, total fatty acids; n-6: 18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4&20:3 + 22:5c¢is-4,7,10,13,16; n-3: 18:3¢is-9,12,15 + 22:5cis-
7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19; n-6/n-3 ratio: (18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4 &20:3 + 22:5¢is-4,7,10,13,16) / (18:3cis-
9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19); polyunsaturated/ saturated ratio: (18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4 £&20:3
+22:5¢is-4,7,10,13,16 + 18:3¢is-9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19) / (6:0 + 8:0 + 10:0 + 12:0 + 14:0 + 15:0 +
16:0 + 17:0 + 18:0)
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Preglednica 18: Vpliv nacina toplotne obdelave/doseZene srediS¢ne temperature in dodatka
mletega lanenega semena v prehrano pis§¢ancev (n-3—obogatitev) na vsebnost (ug/kg) nekaterih
posameznih in skupnih HAA v skorji toplotno obdelanih pis¢ancjih filejev

Table 18: Effects of type of thermal treatment/internal temperature and ground whole flaxseed
addition in chicken feed (n-3 enriched) on content (ug kg ') of some individual and total
heterocyclic amines in surface layer of thermally treated chicken fillets

obogatitev obi¢ajen n-3 Pe(SEM) |obicajen n-3 Pe(SEM) |obicajen n-3 Pe(SEM)
Nacdin TO/HAA MelQx PhIP skupni HAA

IR/82 °C 1,19 1,12 nz(0,67) |1,88% 0,23  nz(1,57) |3.86° 1,72 nz(2,67)
IR/95 °C 7,55 5,54 nz(5,24) [17,51%% 5,19°®  nz(12,63)|32,64** 14,31® nz(23,32)

pecica/82 °C 0,78 0,63 nz(0,62) {1,30°  0,80°  nz(0,78) [3,38®  3,53%  nz(1,08)
peica/95 °C 2,38 1,94 nz(1,21) |1,56° 1,35 nz(1,04) [10,10°  10,96® nz(6,54)

7ar/82 °C 3,67 3,30 nz(0,71) [17,81%% 12,92% nz(2,83) |30,87°* 22,21® nz(5.41)
7ar/95 °C 7,07 4,15 nz(3,79) |34,84% 28,69* nz(12,00)|63,06 47,20 nz(24,97)
pro(SEM) nz(3,32) nz(2,57) (10,40) "7(4,18) (20,12)  T(9,61)

znagilnost vpliva: ~"'p < 0,001 statistiéno zelo visoko znagilen vpliv, “p < 0,01 statisti¢no visoko znagilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no
znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; pg — statisticna verjetnost vpliva obogatitve
prehrane z n-3 VNMK; pro — statisti¢na znacilnost vpliva na¢ina toplotne obdelave/dosezena sredis¢na temperatura; srednje vrednosti z
razli¢no &rko (“*) znotraj stolpca se statisti¢no znagilno razlikujejo (p < 0,05, znagilnost razlik med naéini toplotne obdelave dosezena
sredi$¢na temperatura)
levels of significance: "p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically
significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; pg, statistical probability of enrichment effect; pro, statistical probability of thermal
treatment/internal temperature effect; SEM, standard error of mean; means with a different superscript within column (*- %) differ
significantly (p < 0.05, significance of differences between different types of thermal treatment/internal temperature)

Iz podanih rezultatov preglednice 18 je razvidno, da se v n-3—obogatenem mesu pri vseh
nacinih toplotne obdelave in stopnjah pecenosti tvori manj posameznih in skupnih HAA
glede na obi¢ajno meso, vendar razlike niso statistino znacilne.

Pri obi¢ajnem in n-3—obogatenem mesu lahko ugotovimo precej velike razlike v koli¢ini
nastalih posameznih in skupnih HAA glede na nacin toplotne obdelave in stopnje pecenosti.
Pri tem velja, da nacin toplotne obdelave in stopnja pecenosti statisti¢no znacilno vpliva na
vsebnost skupnih HAA tako pri obiajnem (p <0,05) kot tudi pri n-3—obogatenem mesu
(p <0,01). Pri obi¢ajnem in n-3—obogatenem mesu se je najve¢ posameznih in skupnih
HAA tvorilo pri podaljSanem pecenju na zaru (T;=95 °C) (obi¢ajno: 63,06 pg/kg; n-3:
47,20 pg/kg), kljub temu da je bila izguba mase v tem primeru manjsa (obicajno: 35 %; n-3:
32 %) kot pri ostalih dveh postopkih (pecica IR — obicajno: 44 %, n-3: 40 %; pecica —
obicajno: 43 %, n-3: 38 %) (preglednica 18). Kljub ugotovljenim razlikam v izgubi mase
med razlicno pripravljenimi vzorci, pa vpliv nacina toplotne obdelave na izgubo mase
statisticno ni znacilen. Pri pecenju na Zaru velja, da je meso in s tem prekurzorji HAA v
neposrednem stiku z grelno plosco, kar pomeni, da se vsebnost vode na povrSini zmanjsa,
nasprotno pa se poveca koncentracija prekurzorjev, odgovornih za tvorbo HAA. Bistveno
manj skupnih HAA se je tvorilo pri peCenju v obicajni pecici (obic¢ajno: 3,38 pg/kg; n-3:
3,53 pg/kg) in pecici IR (obicajno: 3,86 pg/kg; n-3: 1,72 pg/kg), in sicer pri manjsi stopnji
pecenosti (Ts = 82 °C). Razlog je v tem, da je v primeru peCenja v pecici in pecici IR
povrsina na volumen relativno manjsa kot pri pe€enju na Zaru.

Pri vseh treh postopkih lahko ugotovimo, da se pri vi§ji stopnji pecenosti (Ts = 95 °C), kar
pri enakih pogojih pefenja pomeni daljSi Cas toplotne obdelave, tvori ve¢ skupnih in
posameznih HAA kot pri manjsi stopnji pecenosti (Ts = 82 °C), vendar razlike statisticno
niso znacilne. Tako se pri podaljSanem pecenju (do Ts = 95 °C) v pecici IR vsebnost skupnih
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HAA poveca kar za faktor 8,5 (obicajno) oz. 8,3 (n-3) v primerjavi s pecenjem do Ty =
82 °C. Do povecanja vsebnosti skupnih HAA pri vecji stopnji peCenosti pride tudi pri
pecenju v pecici, in sicer za 199 % (obicajno) oz. 210 % (n-3) ter peenju na zaru, kjer pride
do 104 % (obi€ajno) oz. 113 % (n-3) povecanja.

Pokazal se je tudi vpliv stopnje peCenosti na izgubo mase pri vseh treh postopkih toplotne
obdelave, in sicer je pri visji stopnji pecenosti (Ts = 95 °C) izguba praviloma znacilno vecja
kot pri krajSem casu toplotne obdelave (Ts = 82 °C) (preglednica 19), kar se odraza tudi v
vecji vsebnosti HAA (preglednica 18).

Preglednica 19: Vpliv nacina toplotne obdelave (na dvoplos¢nem Zaru, pecici in pecici IR) in
stopnje pecenosti (T, = 82 in 95°C) na izgubo mase (%) med toplotno obdelavo filejev
pis¢ancev, krmljenih s krmo z dodatkom lanenega semena (n-3 obogatitev) in brez dodatka
(obicajno)

Table 19: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and degree
of doneness (82 and 95 °C) on weight loss (%) of after thermal treatment chicken file,
originated from chicken fed with ground whole flaxseed (#-3 enriched) and without (control)

Obogatitev obicajen n-3
TJ/TO  pefica IR pefica Zar pro(SEM) | pe€ica IR pefica Zar pro(SEM)
95 °C 44 43* 35 nz(6) 40 388 32 nz(6)
82°C 29° 26" 30 nz(2) 28 24> 29 nz(4)
p(SEM) ‘(3) '(5) nz(6) nz(5) ‘(4) nz(6)

znacilnost vpliva: p < 0,05 statisticno znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; pro,
statistiCna verjetnost vpliva nacina toplotne obdelave; p; statisti¢na verjetnost vpliva stopnje peenosti; vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko
znotraj stolpca (*°) se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p < 0,05; zna¢ilnost razlik med stopnjami peGenosti)
levels of significance: "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pro,
statistical probability of thermal types treatment; means with a different superscript within columns (*°) differ significantly (p < 0.05,
significance of differences between different degree of doneness)

Pri obi¢ajnem in n-3—obogatenem mesu, obdelanem s tremi nacini toplotne obdelave in pri
dveh stopnjah pecenosti (Ts = 82 oz. 95 °C), so preskusevalci ovrednotili tudi senzori¢ne
lastnosti. Iz preglednice 20 je razvidno, da stopnja pecenosti znacilno (p <0,001) vpliva na
teksturo in barvo filejev. Pecenje do visje stopnje pecenosti (Ts = 95 °C) v pecici in pecici
IR pri obi¢ajnem in n-3—obogatenem mesu povzro¢i poslabsanje teksture v primerjavi z
nizjo stopnjo pecenosti (Ts = 82 °C), pa tudi pojav bolj intenzivne barve oz. zazgane
povrsine filejev. Stopnja pecenosti znacilno (p < 0,01 oz. p <0,001) vpliva tudi na pojav
tujih arom pri pecenju filejev v pecici IR in na Zaru. Preskusevalci so zaznali bistveno bolj
izrazeno grenko aromo pri visji kot pri niZji stopnji pecenosti.

Ugotovili smo tudi znacilen (p <0,01) vpliv n-3—obogatitve (priloga B.2) na pojav tujih
vonjev in arom. Predvsem pri pecenju v pecici in pecici IR pri niZji stopnji pecenosti (T =
82 °C) so preskusevalci pri n-3—obogatenem mesu zaznali izrazite tuje vonje in aromo po
lanu. Nasprotno pa so pri peCenju na zaru pri visji stopnji pecenosti (95 °C) zaznali
predvsem tuje vonje in arome po zazganem, ki so prekrili tudi nezeleno aromo po lanu in je
vV omenjenem primeru niso zaznali.
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Preglednica 20: Vpliv nacina toplotne obdelave (na dvoplos¢nem Zaru, pecici in pecici IR) in
stopnje pecenosti (Ts = 82 in 95°C) na senzori¢ne lastnosti toplotno obdelanih filejev
pis¢ancev, krmljenih z dodatkom mletega lanenega semena (n-3) in brez dodatka (obic¢ajno)

Table 20: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and degree
of doneness (82 and 95 °C) on sensory properties after thermal treatment of chicken fillets,
originated from chicken fed with ground whole flaxseed (#-3 enriched) and without (control)

obogatitev obic¢ajen n-3

pain 1O T, IR petiea Jar  proSEM)[IR  petica Zar  pro(SEM)

barva 95°C 5,5 45 5,1 70,8) 570 488 52%8 1nz0,8)
82°C 3,8 3,0 51 70,5 [3.8"™ 2.8 50 770,5)
Pp<(SEM) “7(0,6) "7(0,7) nz(0,7) 7(0,9) 7(0,8) nz(0,4)

tekstura ~ 95°C 55 52 47° T04) |54 53" 47°  T70.4)
82°C 4,0° 42° 44  nz0,3) (44> 43" 44  nz03)

sk sk stk sk

PS(SEM) (0,4)  (0,3) nz(0,4) (0,4) " (0,3) nz(0,5)
tujivonji  95°C 1.4°% 1,3% 18" 7(04) 1,3 14> 14  nz0,3)

g2°C 1,5° 1,5 28 0,5 [2,3** 2,04 1,3®  T04)
P«(SEM) n2(0.5) nz(0,3) "(0,5) 7(0.3) (0.3) nz(0,3)
tuje arome 95°C 1,6° 1,5 24 706) [13 1,6 19 nz0,6)
82°C 1,1 1,00 1,3 nz03) [1,8* 1,5 12°® %(04)
P«(SEM) n2(0.5) "(0,3) "(0,6) nz(0,5) nz(0,5) ""(0,7)
zna&ilnost vpliva: ““p <0,001 statisti¢no zelo visoko znagilen vpliv, "p <0,01 statistiéno visoko znaéilen vpliv, p <0,05 statistiéno
znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; pro, statistiCna verjetnost vpliva na¢ina
toplotne obdelave; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (**® ©) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik
med nacini toplotne obdelave); p; statistiGna verjetnost vpliva stopnje peenosti; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj stolpca (*°) se
statistiCno znacilno razlikujejo p <0,05; znacilnost razlik med stopnjami pecenosti)
levels of significance: "'p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically
significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pro, statistical probability of thermal types treatment;
means with a different superscript within rows (*® ) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between different different
type of thermal treatment); means with a different superscript within columns (*°) differ significantly (p < 0.05, significance of differences
between different degree of doneness)

4.2.2 Vpliv rastlinskih ekstraktov in nosilcev ekstraktov na tvorbo HAA v pis¢an¢jih
sekljancih

Na podlagi dobljenih rezultatov predposkusa in trendov priprave sekljancev smo se odlo¢ili,
da bomo vsebnost HAA v piscanc¢jih sekljancih dolocali po pecenju na dvoplos¢nem zaru do
T = 82 °C, kar je tudi v praksi najpogostejsi nacin priprave tovrstnega zZivila.

Zmletemu pis€ancjemu fileju, obiajnemu in n-3—obogatenemu, smo dodali razlicne
ekstrakte, ki smo jih predhodno vezali na dva razli¢na nosilca, sol in Skrob. Ta dva nosilca
se tudi sicer v praksi zelo pogosto uporabljata. Poleg vloge nosilca ima dodatek soli oz.
Skroba pomembno vlogo tudi pri vezavi vode. Klju¢na je uporaba snovi, ki vezejo vodo,
predvsem v primeru zmletega mesa (tudi sekljancev). Pri razdevanju mesa pride do
porusenja celi¢ne strukture mesa in s tem do povecanega prehajanja vode na povrsino.

Dodatek soli oz. Skroba v tem primeru veze vodo in tako zmanjSa prehajanje vode in
prekurzorjev. HAA na povrSino, kar posledicno pomeni zmanjSano tvorbo HAA. Ta
predvidevanja so potrdili tudi rezultati analiz na vsebnost posameznih in skupnih HAA v
pisc¢ancjih sekljancih, ki so predstavljeni v preglednici 21 (povzeto po prilogi B).
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Preglednica 21: Vpliv dodatka razlicnih rastlinskih ekstraktov in nosilcev (sol, Skrob) teh
ekstraktov na vsebnost (ng/kg) nekaterih posameznih in skupnih HAA v pecenih sekljancih iz
mesa piS¢ancev, krmljenih z dodatkom mletega lanenega semena (n-3) in brez dodatka
(obicajno)

Table 21: Effects of different plant extract addition and different carriers (salt, starch) of those extracts

on content (ug kg ') of some individual and total HAA of roasted patties, originated from chicken fed
with ground whole flaxseed (7-3 enriched) and without (control)

Obogatitev obicajen n-3

HAA  Ekstrakt/nosilec Skrob sol PN(SEM)  |Skrob sol PN(SEM)

MelQx kontrola 1,1884¢ 0,73 nz(0,61) 2,47 0,68 '(0,80)
BRI 1,18%BAC 13,48 0.21)  [1,32° 17,11%4 “(1,01)
BR3 1,27°BAC 7,84%8¢ (1,21) 0,89° 13,43 “(1,14)
BR4 1,55 10,754 7(0,99) 0,95 4,338 nz(0,88)
LBI 0,725¢ 2,13°P nz(2,14) 1,04 13,68" nz(3,50)
LB2 1,2654¢ 5,448 nz(5,44) 0,98 4,248 nz(2,69)
LB3 0,9454¢ 1,83°P nz(1,22) 1,32 2,438 nz(0,35)
LB4 0,70°5¢ 1,77°° '(0,18) 0,91 2,538 nz(0,55)
LB5 1,24B4¢ 1,03° nz(0,28) 10,70 1,86"8 7(0,11)
LB6 - 1,85P - - 1,60° -
ROZ1 0,8584¢ 3,53P nz(3,53) 1,24 0,24¢ nz(0,32)
ROZ2 1,3284 4,77°° nz(8,81) 0,72 6,59" nz(2,94)
ROZ3 0,745¢ 3,01P nz(1,01) 0,71 4,14%® '(0,75)
ROZ4 0,52°¢ 3,72%P "(0,61) 0,94 4,328 nz(0,79)
PrSEM) ’(0,28) ~(2,53) nz(0,21)  7(2,01)

PhIP  kontrola 3,21 29,314 "(14,29) 1,36"54 55,734 77(6,60)
BRI 1,484 23,574 nz(9,74)  |1,66™ 30,02°°¢  7(3,32)
BR3 2,084 17,84 "(2,86) 0,65 28,58°°C  (3,59)
BR4 3,06™ 27,23 7(1,53) 0,56 19,15°° "(2,93)
LB1 1,31°84 26,89 "(3,05) 0,57° 69,20" nz(18,82)
LB2 1,72°B4A 35,13% "(1,27) 1,31%4 18,23° nz(5,74)
LB3 2,604 18,74" nz(9,47) 1,63 28.91°°¢  (0,72)
LB4 1,028 12,23 " (1,04) 1,31°84 20,34°° "(3,02)
LB5 2,26%4 9,49 nz(3,94) 0,894 22,09°° 7(2,91)
LB6 - 19,154 - - 27,34°¢ -
ROZ1 0,90 21,72% "(2,37) 1,41°84 17,03°° '(2,05)
ROZ2 2,08%4 36,68" nz(8,81) 1,3254 45,605¢ nz(12,28)
ROZ3 1,304 33,28 "(5,85) 0,75 31,33°°¢  (4.91)
ROZ4 0,78 11,83* "(2,46) 0,944 26,03°°¢  7(3,03)
PrSEM) (0,50) *(8,07) '(0,32) (8,87)

skupni kontrola 5,97°54 34,70 (16,17) 4,59 64,35% 77(8,43)

HAA BRI ,65°P¢ 43,8354 nz(10,36)  [4,60™* 54,76*®  7(4,60)
BR3 4,91°BPAC 3024384 F(4,83) 2,59°B¢ 49,05°BP  *(5,66)
BR4 7,11% 45,14 “(1,19) 2,10°¢ 28,33* P (4.21)
LB1 ,04°BDC¢ 33,924 70,94)  [2,48%¢ 96,7% nz(26,27)
LB2 4,13"BPAC 46,974 '(7,42) 3,44B4¢ 27,42¢P nz(9,31)
LB3 5,5654¢ 24,1054 nz(11,98) [3,98"4C  36,26*P°  "(1,35)
LB4 2,47°°¢ 16,8134 7(1,39) 3,19%BA¢  27.10°°  7(3,82)
LB5 4,99BPAC 12,538 nz(4,54)  [2,22" 27,65°P  7(3,33)
LB6 - 24,7754 - - 33,38B°
ROZ1 2,63°8PC 29,22%BA  %(6,11) 423084 20,240 *(1,89)
ROZ2 5,198PAC 48,23% nz(11,84) [2,84%A¢ 59,96" nz(17,62)
ROZ3 2,90°8P¢ 42,534 7(8,43) 2,32 41,31°BP  (6,86)
ROZ4 1,88°° 18,62 7(3,73) 2,87°BAC 35 62%CBD 7(4.43)
Pr(SEM) 7(0,90) (10,20) ’(0,66) " (12,44)

kontrola — dodan samo nosilec (sol, $krob) brez ekstrakta; BR1 — brinove jagode (Vol¢e, 550 m n.m.v.), BR3 — brinove jagode (kupljene)
BR3 - brinove jagode (Vremsc¢ica, 1000 m n.m.v, LB1 — lubje ¢rnega bora (obmo¢je Kopra), LB2 — lubje érnega bora (Vremséica, 1000 m
n.m.v.), LB3 — lubje érnega bora (Vol¢e, 550 m n.m.v.), LB4 — lubje rdecega bora, LB5 — lubje zelenega bora, LB6 — lubje pinje (obmocje
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Kopra), ROZ1 — sveZ rozmarin (domag), ROZ2 — suh rozmarin (Kotanyi), ROZ3 — suh rozmarin (Maestro), ROZ4 — sveZ rozmarin

(obmogje Kopra); znagilnost vpliva: “"p < 0,001 statistiéno zelo visoko znagilen vpliv, “'p < 0,01 statisti¢no visoko znagilen vpliv,

“p < 0,05 statisti¢no znagilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no nezna¢ilen vpliv; SEM, standardna napaka povpredja; py — statistiéna
verjetnost vpliva nosilca; vrednosti z razliéno nadpisano érko znotraj vrstice (**) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost
razlik med soljo ali skrobom kot nosilcem rastlinskega ekstrakta); pr — statisti¢na znacilnost vpliva dodatka rastlinskega ekstrakta; srednje
vrednosti z razli¢no &rko (“*“P) znotraj stolpca se statistiéno znagilno razlikujejo (zna¢ilnost razlik med razli¢nimi dodanimi rastlinskimi
ekstrakti)
control — carrier (salt, starch) without extracts; BR1 — juniper berries (Vol¢e, 550 m n.m.v.), BR3 — juniper berries, BR4 — juniper berries
(Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.), LB1 — black pine bark (Koper), LB2 — black pine bark (Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.), LB3 — black pine bark
(Volée, 550 m n.m.v.), LB4 — red pine bark, LB5 — green black pine bark, LB6 — pinus bark (Koper), ROZ1 — fresh rosemary (home),
ROZ2 — dry rosemary (Kotanyi), ROZ3 — dry rosemary (Maestro), ROZ4 — fresh rosemary (Koper); levels of significance: "'p < 0.001
very highly statistically significant, "p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically
not significant; py, statistical probability of carrier of plant extracts; pg, statistical probability of addition of diffeterent plant extracts;
SEM, standard error of mean; means with a different superscript within columns (*°) differ significantly (p < 0.05, significance of
differences between salt and starch carriers); means with a different superscript within rows (*%<P) differ significantly (p < 0.05,
significance of differences between different plant extracts).

Iz preglednice 21 je razvidno, da izbor nosilca (sol, Skrob) ekstrakta pomembno vpliva na
tvorbo HAA pri obicajnih in n-3—obogatenih sekljancih. V primeru uporabe Skroba kot
nosilca ekstraktov (tudi v primeru brez vezanih ekstraktov, ozna¢eno kot »kontrola«) je
obseg tvorbe posameznih in skupnih HAA bistveno manjsi kot pri uporabi soli, tudi za
faktor 10-20. Zmanjsano tvorbo HAA v primeru uporabe skroba kot nosilca povezujemo z
dejstvom, da ima Skrob vecjo sposobnost vezanja vode kot sol. To potrjujejo tudi rezultati
prikazani v prilogi B.5, iz katere je razvidno, da vrsta nosilca vpliva tudi na izgubo mase
med pecenjem sekljancev. Izguba mase je v primeru uporabe Skroba kot nosilca manjsa kot
v primeru soli, in se giblje od 16 do 24 % za obicajne ter od 15 do 25 % za n-3—obogatene
sekljance. V primeru uporabe soli pa je izguba mase 21 do 34 % za obicajne in 21 do 31 %
za n-3—obogatene sekljance.

Na vsebnost HAA v obicajnih in n-3—obogatenih sekljancih vpliva dodatek razli¢nih
ekstraktov, saj se je vsebnost skupnih HAA glede na sekljance brez dodanega ekstrakta
zmanjSala v primeru uporabe obeh nosilcev (sol, Skrob) (preglednica 21). Pri tem smo
uporabili enake koncentracije ekstraktov iz razli¢nih vrst roZzmarina, brinovih jagod in lubja
bora. Pokazalo se je, da dodatek ekstraktov moc¢neje vpliva na zmanjSanje vsebnosti HAA
glede na sekljance brez dodanega ekstrakta (kontrola) predvsem pri n-3—obogatenih
sekljancih. V tem primeru se je vsebnost HAA glede na sekljance brez dodanega ekstrakta
zmanjSala za 6,8 do 69 % ob dodatku ekstrakta roZmarina, 44 do 58 % v primeru ekstrakta
lubja bora oz. 15 do 48 % v primeru dodanega ekstrakta brinovih jagod, vezanih na sol. V
primeru, ko so bili isti ekstrakti vezani na Skrob, se vsebnost skupnih HAA v n-
3—obogatenih sekljancih zmanjs$a za 0 do 54 % pri ekstraktu brinovih jagod, 13 do 52 % v
primeru lubja bora oz. 8 do 49 % v primeru uporabe ekstrakta roZmarina. V primeru
obicajnih sekljancev lahko vidimo, da je vpliv dodanega ekstrakta statisti¢no zelo visoko
znalilen v primeru Skroba oz. visoko znacilen v primeru uporabe soli kot nosilca. Pri
obi¢ajnih sekljancih pa na splosno velja, da dodatek ekstrakta zmanjSa vsebnost skupnih
HAA, Ceprav se pojavljajo med temi ekstrakti tudi taksni, katerih dodatek poveca vsebnost
HAA glede na sekljance brez dodanega ekstrakta.

Podobno kot pri predposkusu lahko tudi v primeru sekljancev vrednotimo vpliv n-3
obogatitve na tvorbo HAA (priloga B.4), saj smo ugotovili razlike med obicajnimi in n-
3—obogatenimi sekljanci. V sekljancih, kjer smo kot nosilec uporabili skrob, je bil vpliv n-
3—obogatitve pri nekaterih ekstraktih statistiéno zna¢ilen (LB3, ROZ2) oz. statisti¢no visoko
znacilen (BR3, BR4, LB5), pri ostalih pa statisticno neznacilen (p > 0,05), kar je posledica
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velikih standardnih odklonov. V primeru uporabe $kroba kot nosilca lahko vidimo, da se pri
n-3—obogatenih sekljancih z vsemi ekstrakti tvori manjsa koli¢ina HAA kot pri obicajnih
sekljancih. To z vidika vpliva n-3—obogatitve na vsebnost HAA pomeni, da je uporaba
$kroba kot nosilca boljsa izbira. Ce kot nosilec uporabimo sol, je u¢inek ravno nasproten, saj
se pri n-3—obogatenih sekljancih v vecini primerov tvori ve¢ HAA kot pri obicajnih
sekljancih, ¢eprav vpliv n-3—obogatitve pri teh sekljancih statisti¢no ni znacilen (p > 0,05).
Izjema so sekljanci brez dodanih ekstraktov, kjer pa je vpliv n-3—obogatitve statisticno
znacilen.

4.3 SKLOP III: MARINADE Z EKSTRAKTOM BRINOVIH JAGOD IN NJIHOV
VPLIV NA TVORBO PRODUKTOV OKSIDACIJE IN HAA V PISCANCIJIH MINI
FILEJIH, OBOGATENIH Z -3 VNMK

4.3.1 Instrumentalno merjenje barve povrsine

Z namenom, da bi ugotovili morebitni vpliv skladi§¢enja na spremembo barve, smo ob
vsakem vzorcenju (1., 5. in 9. dan skladi§¢enja) instrumentalno izmerili barvo mariniranih
mini filejev s kromametrom. Zadnji dan smo opravili Se meritve na dodatnih vzorcih, ki so
bili vakuumsko zapakirani.

Pri tem smo ugotovili, da &as skladis¢enja bistveno ne vpliva na vrednost L~ oz. svetlost
barve obi¢ajnih in n-3—obogatenih mini ﬁlej ev pri posamezni vrsti marinade. Nasprotno pa
Cas skladisCenja vpliva na vrednost a’, ki vrednoti intenziteto rdeGe barve. V primeru
obicajnih mini filejev (ko na noben nosﬂec ni vezan ekstrakt) dalj$i Cas skladiscenja
povzroCi povecanje vrednosti a’, kar pomeni vecjo intenziteto rdeCe barve. V primeru
marinade, kjer je ekstrakt brinovih jagod vezan na Skrob oz. sol, pa se intenziteta rdece
barve na obicajnih in n-3—obogatenih mini filejih zmanjs$a. Podrobni rezultati teh meritev so
prikazani v prilogi C.1, v kateri je predstavljen tudi vpliv n-3—obogatitve na instrumentalno
barvo mariniranih mini filejev po dolo¢enem casu skladiSc¢enja. Na splosno n-3—obogatitev
ne vpliva znacilno na instrumentalno izmerjene vrednosti barve, ¢eprav so se pojavile
razlike v vrednosti @ na malih filejih brez ekstrakta vezanega na nosilce (kontrola). V vseh
teh primerih je vrednost @  pri n-3—obogatenih mini filejih ve&ja kot pri obi¢ajnih mini
filejih, kar je ugodno, saj to pomeni, da n-3—obogatitev poveca intenziteto rdece barve.

V sklopu instrumentalnega merjenja barve povrsine smo obravnavali tudi vpliv posameznih
nosilcev brinovega ekstrakta med devetdnevnim skladiS¢enjem. Rezultati so predstavljeni v
prilogi C.2. Pri tem lahko pri obicajnih mini filejih ugotovimo znacilen vpliv (p <0,01)
vrste nosilca na vrednost a” Ze prvi dan skladiS¢enja. V tem primeru je vrednost a manjsa v
primerjavi z marinado z dodanimi nosilci, vendar brez ekstrakta (kontrolo). Podobno velja
za vpliv vrste nosilca na vrednost L pri n-3—obogatenih mini filejih prvi dan skladiS¢enja,
saj dodani nosilci zmanj$ajo vrednosti L~ glede na kontrolo. Prav tako pa razli¢ni nosilci
zmanj$ajo tudi a  vrednost pri n-3—obogatenih mini filejih deveti dan skladisCenja v
primerjavi s kontrolo.

Poleg meritev, opravljenih na mini filejih, ki so bili pakirani v modificirano atmosfero, smo
deveti dan skladis¢enja izmerili tudi barvo povrSine mini filejev, ki so bili vakuumsko
pakirani. Iz priloge C.19 je razvidno, da n-3—obogatitev pri tem nacinu pakiranja znacilno
(p <0,001) vpliva predvsem na vrednost @, izmerili smo bistveno ve&je vrednosti pri n-
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3—obogatenih mini filejih v primerjavi z obi¢ajnimi mariniranimi mini fileji. Ob tem smo
prisli tudi do ugotovitve, da je vrednost a pri n-3—obogatenih vakuumsko pakiranih mini
filejih deveti dan bistveno vecja kot pri pakiranju v modificirano atmosfero. Pri tem je
znailen (p < 0,001) tudi vpliv vrste nosilca brinovega ekstrakta na vrednost a .

4.3.2 Stevilo tiobarbiturne kisline (TBK)

Stevilo TBK je pokazatelj stopnje oksidacije oz. Zarkosti mas¢ob in Zivil, ki vsebujejo
mascobe. Vecje Stevilo TBK pomeni vecjo stopnjo oksidacije, kar pa ne pomeni nujno tudi
spremembe senzori¢nih lastnosti.

Preglednica 22: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piscancev (n-
3—obogatitve) in ¢asa skladiS¢enja pri temperaturi (4 £1) °C na parameter oksidacije lipidov
(Stevilo TBK) presnih mariniranih piS¢an¢jih mini filejev, pakiranih v modificirano atmosfero

Table 22: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and storage
time at temperature of (4 1) °C on lipid oxidation parameter (TBARs) of raw marinated
chicken inner fillets, packed in modified atmosphere

Nosilec kontrola olje Skrob sol

Dan obic¢ajen n-3 Pe(SEM) |obicajen n-3 Pe(SEM) |obic¢ajen n-3  pg(SEM) |obiajen n-3  pg(SEM)
1 0,43 0,24° nz(0,05) [0,23°  0,21° nz0,01) |0,26 0,28" nz(0,02) [0,14®>  0,18° *(0,01)

5 0,30  0,39%° *0,01) (0,27° 0,34  nz(0,02) 0,22 0,18° nz(0,02) [0,18° 0,23* 1nz(0,01)
9 0,38 0,30 °(0,02) 0,36 0,43*  nz(0,02) 10,21 0,23* 1nz(0,04) |0,25° 0,21 1nz(0,02)
po(SEM) nz(0,04) *(0,01) (0,03)  ™(0,01) nz(0,03) *(0,02) (0,02)  *(0,01)

>

kontrola — samo nosilci (olje, $krob, sol) brez dodanega brinovega ekstrakta; zna&ilnost vpliva: ™"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko
znagilen vpliv, "p < 0,01 statistiéno visoko znagilen vpliv, "p < 0,05 statistiéno znagilen vpliv, nz — p > 0,05 statistiéno neznagilen vpliv;
SEM, standardna napaka povpreéja; pg, statistiCna verjetnost vpliva n-3—obogatitve krme; vrednosti z razli€no nadpisano ¢rko znotraj
vrstice (*P) se statistiéno znagilno razlikujejo (p < 0,05; znagilnost razlik med obi¢ajnimi mini fileji in 7n-3—obogatenimi mini fileji); pp,
statisti¢na verjetnost vpliva asa skladisenja; vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj stolpca (**<) se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo
(p £0,05; znacilnost razlik med ¢asi skladi$cenja)
control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly
statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg,
statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance
of differences between control and n-3—enriched chicken inner fillets); pp,statistical probability of storage time effect; means with a
different superscript within columns (**<) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between times of storage)

Meso, ki je obogateno z n-3 MK, je zaradi vecjega deleza VNMK bolj podvrZeno
oksidacijskim procesom, zato smo pricakovali, da se bo Stevilo TBK s ¢asom skladis¢enja
pri n-3—obogatenih v primerjavi z obicajnimi mini fileji bistveno povecalo.

Znotraj posameznih skupin glede na vrsto nosilca ekstrakta (preglednica 22) lahko vidimo,
da je vpliv n-3 obogatitve praviloma statisticno neznacilen (p > 0,05), izjema je kontrolna
marinada (brez dodanega brinovega ekstrakta). Peti dan je Stevilo TBK vecje pri n-
3—obogatenih mini filejih, deveti dan pa pri obi¢ajnih mini filejih. 1z preglednice 22 lahko
tudi povzamemo, da Stevilo TBK pri obicajnih in n-3—obogatenih mini filejih s casom
skladis¢enja praviloma narasca, vendar na osnovi teh rezultatov ne moremo trditi, da je to
bistveno bolj izrazito v primeru n-3—obogatenih mariniranih mini filejev.

Najverjetnejsi razlog, da se stevilo TBK n-3—obogatenih mariniranih mini filejev glede na

obicajne marinirane mini fileje s ¢asom skladiSCenja bistveno ne razlikuje, je najbrz v
dodatku brinovega ekstrakta in njegovega antioksidativnega delovanja.
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To lahko sklepamo na osnovi rezultatov iz preglednice 23, saj se je Stevilo TBK (glede na
kontrolno marinado) pri obicajnih in n-3—obogatenih mini filejih zmanjSalo v vseh primerih,
ko je bil marinadam dodan ekstrakt brinovih jagod. Najmanjse Stevilo TBK in s tem najnizja
stopnja oksidacije je bila pri obi¢ajnih in n-3—obogatenih mini filejih dosezena v primeru,
ko je bil ekstrakt brinovih jagod vezan na sol oz. Skrob

Preglednica 23: Vpliv razli¢nih nosilcev (kontrola, oje, §krob, sol) ekstrakta brinovih jagod na
parameter oksidacije lipidov (TBK) presnih mariniranih mini filejev piS¢ancev, krmljenih z
dodatkom mletega lanenega semena (n-3—obogatitev) in brez dodatka (obi¢ajno), pakiranih v
modificirani atmosferi, med devetdnevnim skladiS¢enjem in pri temperaturi (4 1) °C

Table 23: Effect of different juniper berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on
lipid oxidation parameter (TBARs) of marinated raw chicken inner fillets, originated from
chicken fed with ground whole flaxseed (7#-3 enriched) and without (control), packed in
modified atmosphere, during 9 days of storing at temperature of (4 1) °C

Obogatitev obicajen n-3

Nosilec/  kontrola olje Skrob sol pn(SEM) kontrola olje  Skrob sol pn(SEM)
dan

1 0,43 0,235%€0,26° 0,14° 7(0,04) [0,24*® 0,21 0,28" 0,18 7(0,01)

5 0,30*  0,27*% 0,22 0,18 "(0,02) [0,39*  0,34® 0,18" 0,23° 7 (0,01)
9 0,38 036" 021% 025°70,03) [0,30° 043" 023 0,21° 7(0,02)

XT3

kontrola — nosilci (olje, $krob, sol) brez brinovega ekstrakta; znacilnost vpliva: ™“p < 0,001 statistiéno zelo visoko zna¢ilen vpliv, “p
<0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv, *p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; SEM, standardna
napaka povpre&ja; pu, statistiéna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razliéno nadpisano érko znotraj vrstice (**
€Dy se statisti¢no znagilno razlikujejo (p < 0,05; znagilnost razlik med razli¢nimi nosilci ekstrakta brinovih jagod)
control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ™"p < 0.001 very highly statistically significant, "p < 0.01 highly
statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; py,
statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*-® <) differ significantly
(p <0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers)

Stevilo TBK smo vzporedno dolo¢ali tudi na vakuumsko pakiranih mariniranih mini filejih,
ki smo jih skladis¢ili pri enakih pogojih in vse analize na njih opravili samo zadnji (deveti)
dan. Pri tem smo proucevali vpliv n-3—obogatitve in uporabe razli¢nih nosilcev na Stevilo
TBK. Predvidevali smo, da vakuumsko pakiranje vpliva na zmanjsanje Stevila TBK. Pri
presnih mini filejih lahko ugotovimo, podobno kot pri tistih pakiranih v modificirano
atmosfero, da n-3—obogatitev statisticno ne vpliva na Stevilo TBK. Kljub temu lahko iz
preglednice 24 razberemo, da obstajajo razlike v Stevilu TBK med n-3—obogatenimi in
obicajnimi mini fileji pri vseh vrstah marinad. Pri tem se je ponovno pokazal pozitiven
ucinek dodanega brinovega ekstrakta, saj se je Stevilo TBK v primeru vseh marinad
zmanjSalo glede na kontrolno marinado, kateri ni bil dodan brinov ekstrakt. Ucinek
ekstrakta je bil zelo podoben pri vseh marinadah, Se posebej izrazit v skupni n-3—obogatenih
mini filejev.

Stevilo TBK smo dolog¢ili tudi na mariniranih mini filejih (vakuumsko pakiranih), ki smo jih
po devetdnevnem skladis¢enju toplotno obdelali na dvoplo$énem Zzaru. Toplotna obdelava
vpliva na povecanje Stevila TBK v primerjavi s presnim mesom, saj povzro¢i porusenje
celicne strukture in s tem omogoci lazji dostop prooksidantov do VNMK. Vpliv toplotne
obdelave na Stevilo TBK potrjujejo tudi rezultati prikazani v preglednici 24, saj se Stevilo
TBK pri toplotno obdelanih obicajnih in n-3—obogatenih mini filejih mo¢no poveca glede
na presne marinirane mini fileje. Poudariti je potrebno, da je uinek toplotne obdelave Se
posebej izrazit pri n-3—obogatenih mini filejih, saj se pri tem Stevila TBK pri toplotno
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obdelanih glede na presne povecajo od 185 % v primeru, ko je nosilec skrob pa vse do
375 %, ko se kot nosilec brinovega ekstrakta uporabi olje.

Izkazalo se je, da ima dodatek brinovega ekstrakta v primeru toplotno obdelanih obi¢ajnih
in n-3—obogatenih mini filejev negativen ucinek, saj se Stevilo TBK pri vseh marinadah
poveca glede na kontrolno marinado brez dodanega brinovega ekstrakta. Izjema so
marinirani n-3—obogateni mini fileji, kjer je bil ekstrakt vezan na Skrob oz. sol, saj se je v
tem primeru Stevilo TBK rahlo zmanjsa glede na kontrolno marinado.

Preglednica 24: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piséancev
(n-3—obogatitev) in razli¢nih nosilcev (kontrola, olje, Skrob, sol) ekstrakta brinovih jagod na
oksidacijo lipidov (TBK) v vakuumsko pakiranih mariniranih presnih in na dvoplos¢nem Zaru
(temperatura plos¢ 220 °C, 5 min) toplotno obdelanih mini filejih po devetih dneh skladis¢enja
pri temperaturi (4 £1) °C

Table 24: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and different juniper
berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on lipid oxidation (TBARSs) of vacuum packed raw
and roasted chicken inner fillets prepared on two-platted grill (plate temperature 220 °C, 5 min), on 9"
day of storing at (4 1) °C

Nosilec
TBK Obogatitev kontrola olje Skrob sol P~x (SEM)
na presnih  obicajen 0,22 0,20 0,17 0,19 nz(0,00)
n-3 0,24% 0,16" 0,13" 0,15" 7(0,01)

pe(SEM)  1nz(0,01) 1nz(0,03) nz(0,01) nz(0,02)
na pedenih  obicajen 0,23 039" 047  045"®  7(0,03)
n-3 0,488 0,76**  0,37° 0,41° (0,06)
pe(SEM)  7(0,02)  "(0,05) 1nz(0,03) nz(0,07)
kontrola — nosilci (olje, 8krob, sol) brez brinovega ekstrakta; znailnost vpliva: ~p < 0,01 statisti¢no visoko znagilen vpliv, p < 0,05
statisticno znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; py, statistiCna verjetnost vpliva
nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razliéno nadpisano &érko znotraj vrstice (*® ©) se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p < 0,05;
znacilnost razlik med razliénimi nosilci ekstrakta brinovih jagod); pe, statisti¢na verjetnost vpliva n-3—obogatitve krme; vrednosti z
razli¢no nadpisano &rko znotraj stolpca (**) se statistiéno znaéilno razlikujejo (p < 0,05; znaéilnost razlik med obiGajnimi in -
3—obogatenimi mini fileji)
control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: "'p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically
significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; py, statistical probability of juniper berries extract
carriers effect; means with a different superscript within rows (*® ) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between
different juniper berries extract carriers); p, statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within columns
(") differ significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—enriched inner fillets)

Marinirane mini fileje pakirane v modificirano atmosfero smo toplotno obdelali s tremi
razliénimi postopki (zar, pe€ica, pe€ica IR) in pri tem ugotovili, da nacin toplotne obdelave
na splosno znacilno vpliva na Stevilo TBK. Kot najboljsi nacin toplotne obdelave se je
pokazalo pe€enje na Zaru, saj smo pri tem dolocili najnizje Stevilo TBK, tako pri obi¢ajnih
kot tudi n-3—obogatenih mini filejih. Pri tem postopku je bil tudi uc€inek vseh vrst marinad
na zmanjSanje Stevila TBK najvecji v primerjavi s kontrolno marinado. Podrobni rezultati so
prikazani v prilogi C.3. Poleg tega se je pokazalo, da pecenje na zaru med vsemi postopki
toplotne obdelave povzro¢i najmanjSe povecanje Stevila TBK v primerjavi s presnimi
mariniranimi mini fileji po devetdnevnem skladis¢enju (priloga C.3).

Opravili smo tudi analizo vpliva razli¢nih nacinov pakiranja (modificirana atmosfera,
vakuum) na oksidacijo lipidov oz. Stevilo TBK pri presnih in toplotno obdelanih mini
filejih. Rezultati so prikazani v preglednici 25 in potrjujejo naso domnevo, da nacin
pakiranja vpliva na potek oksidacije in s tem na Stevilo TBK. Ugotovili smo, da pakiranje
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mariniranih mini filejev v vakuum zmanj$a stopnjo oksidacije glede na pakiranje v
modificirano atmosfero. Posebno ucinkovito je vakuumsko pakiranje z vidika zmanjsSanja
stopnje oksidacije v primeru mariniranih n-3—obogatenih mini filejev, saj se Stevilo TBK v
primerjavi s pakiranjem v modificirano atmosfero zmanjsa od 20 % pri kontrolni marinadi
pa vse do 68 % v primeru vezave brinovega ekstrakta na olje. V primeru analize toplotno
obdelanih mini filejev pa lahko ugotovimo ravno nasproten vpliv pakiranja kot pri presnih,
saj so povprecne vrednosti Stevila TBK vecje v primeru pakiranja v vakuum.

Podobno kot pri presnih je tudi tu vpliv nacina pakiranja najbolj izrazit pri n-3—obogatenih
mini filejih, kjer smo v marinadi kot nosilec uporabili olje, vendar v tem primeru je bistveno
bolj u€inkovito pakiranje v modificirano atmosfero, saj je Stevilo TBK za 171 % manjSe v
primerjavi z vakuumom.

Preglednica 25: Vpliv nacina pakiranja (modificirano in vakuumsko) na oksidacijo lipidov
(TBK) v presnih in na dvoplos¢nem Zaru pecenih (temperatura plos¢ 220 °C, 5 min)
mariniranih obicajnih in n-3—obogatenih mini filejev po devetdnevnem skladi§¢enju pri
temperaturi (4 1) °C

Table 25: Effect of packing (modified and vacuum) on lipid oxidation parameter (TBARs) of
raw and roasted on two-platted grill (plate temperature 220 °C, 5 min) of control and n-
3—enriched inner fillets, after 9 days of storing at (4 £1) °C

obogatitev/  obicajen n-3
TBK pakiranje  kontrola olje Skrob sol brez olje Skrob sol
napresnih  MAP 0,38" 0,36 0,21 0,25 0,30°  043* 0,23 0,21
VP 0,22° 0,20° 0,17 0,19 024> 0,16°  0,13° 0,15
pp(SEM) *(0,02) 0,03)  nz(0,03) nz(0,02) | "(0,01) *(0,01) *(0,02)  nz(0,02)
na pedenih  MAP 0,19 0,31 0,33° 0,32° 0,36° 0,28° 0,32 0,34
VP 0,23 0,39 0,47 0,45° 0,48 0,76 0,37 0,41
pr(SEM) nz(0,02)  nz(0,03) (0,02) 0,02) | "(0,02) *(0,03) nz(0,04) nz(0,09)

MAP — pakiranje v modificirano atmosfero; VP — vakuumsko pakiranje; kontrola — nosilci (olje, skrob, sol) brez brinovega ekstrakta;
znadilnost vpliva: “p < 0,01 statisti¢no visoko znagilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statistiéno neznaéilen
vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; pp, statisticna verjetnost vpliva pakiranja; vrednosti z razlicno nadpisano ¢rko znotraj stolpca
(*) se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p <0,05; znadilnost razlik med nacini pakiranja)

MAP — modified atmosphere packing; VP — vacuum packing; control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance:
p <0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error
of mean; pp, statistical probability of packing effect; means with a different superscript within columns (per parameter) (*°) differ
significantly (p < 0.05, significance of difference between MAP and VP packing)

4.3.3 Holesterol in oksidi holesterola

Holesterol se pod vplivom endogenih in eksogenih dejavnikov oksidira do oksidov
holesterola. Stopnja oksidacije holesterola med skladi§¢enjem in predelavo Zivila je odvisna
predvsem od pogojev skladiscenja in toplotne obdelave (prisotnosti kisika, temperature,
svetlobe) ter prisotnosti prostih radikalov in deleza VNMK. Pri tem velja, da sta mehanizma
oksidacije lipidov in holesterola medsebojno povezana, saj je znano, da imajo
hidroperoksidi, ki nastajajo kot produkti oksidacije VNMK, klju¢no vlogo pri oksidaciji
holesterola.

Glede na to, da n-3—obogateni pis¢ancji mini fileji vsebujejo vecji delez VNMK, smo
pricakovali povecano stopnjo oksidacije holesterola in posledi¢no vecjo vsebnost OH glede
na obicajne mini fileje. To so potrdile analize, katerih podrobni rezultati so predstavljeni v
prilogi C.5, medtem ko so v preglednici 26 (povzeta po prilogi C.5) predstavljeni samo
rezultati o vsebnosti skupnih OH, holesterola in stopnji oksidacije.
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Preglednica 26: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piscancev (n-
3—obogatitev) in ¢asa skladiS¢enja pri temperaturi (4 £1) °C na vsebnost skupnih oksidov
holesterola (OH) in holesterola (mg/kg) ter obseg oksidacije (%) v presnih mariniranih

pis¢ancjih mini filejih pakiranih v modificirano atmosfero

Table 26: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (#-3 enriched) and storage
time at temperature of (4 £1) °C on content of total cholesterol oxides (OH) and cholesterol
(mg kg ") as well as rate of oxidation (%) of marinated raw chicken inner fillets, packed in
modified atmosphere

OH kontrola olje Skrob sol

dan obi¢ajen n-3 pe(SEM) |obicajen n-3 Pe(SEM) |obic¢ajen n-3 pe(SEM) |obicajen n-3 Pe(SEM)
skupni OH

1 38,44%  421%  T(1,37) (39,61 2526%  (1,66) |35,50°  39,58"  nz(1,88) |24,10% 32,11°°  "(1,42)
5 2025°  25,07°  nz(8,18) |16,67° 16,72° nz(0,83) [13,22° 12,24° nz(0,64) (30,20 33,45° nz(1,59)
9 13,06%° 19,47 "7(0,83) |84,76% 137,28% (5,70) |37,30% 24,15% T(5,61) [46,95% 5862 (2,66)
po (SEM) "(7,25)  "(0,92) (2,74) "(4,06) (1,53) T(5,24) 1,76) 7(2,16)
oksidacija (%)

1 4,76 0,55%  77(0,00) |5,21%°  3,30%  77(0,00) |4,78% 4,99 "7(0,00) [2,88%  3,77*  "7(0,00)
5 2,57 2,94 nz(0,93) [2,00%  2,17*  (0,00) [1,76*  1,58%  "7(0,00) |3,56®  4,18*"  "(0,00)
9 1,775 2,58%  77(0,00) 9,605 14,21%  T(0,00) [4,40*  3,00%°  T(0,60) |[5,92% 6,56  "(0,00)
po (SEM) 7(0,82)  "(0,00) *(0,00) "°(0,00) *(0,00) "(0,56) “(0,00)  "°(0,00)

holesterol

1 768,93 765,61 1nz(38,36)|721,02° 740,75 nz(36,55)[706,98° 753,33 nz(36,53)|811,93 819,85  nz(40,79)
5 750,43 827,06 nz(46,42)[818,59° 754,40 nz(39,36)|738,70° 763,05 nz(37,55)|818,59 766,71  nz(39,65)
9 726,60 736,65 nz(36,58)[797,73" 828,78  nz(40,67)|811,10° 778,07 nz(46,66)|745,59 834,41  nz(39,56)
o (SEM) nz(43,79) nz(38,87) "(39,01) nz(38,78) "(37,68) nz(45,28) nz(39,64) nz(40,38)

MAP — pakiranje v modificirano atmosfero; VP — vakuumsko pakiranje; kontrola — nosilci (olje, $krob, sol) brez brinovega ekstrakta;
zna&ilnost vpliva: ““p <0,001 statisti¢no zelo visoko znagilen vpliv, "p < 0,01 statistiéno visoko znaéilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no
znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statistino neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; pg, statistiCna verjetnost vpliva n-
3—obogatenja krme; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (*®) se statistiéno znagilno razlikujejo (p < 0,05; znagilnost razlik
med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi mini fileji); pp, statisticna verjetnost vpliva ¢asa skladi§¢enja; vrednosti z razliéno nadpisano ¢érko
znotraj stolpca (**€) se statistiéno zna¢ilno razlikujejo (p < 0,05; znaéilnost razlik med &asi skladis¢enja)

MAP — modified atmosphere packing; VP — vacuum packing; control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance:
™p <0.001 very highly statistically significant, p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05
statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg, statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript
within rows (*?) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—enriched inner fillets); pp,statistical
probability of storage time effect; means with a different superscript within columns (per parameter) (**°) differ significantly (p < 0.05,
significance of differences between times of storage)

Iz preglednice 26 je razvidno, da ¢as skladiS¢enja znacilno vpliva (p < 0,01 oz. p <0,001) na
koli¢ino skupnih OH, saj smo deveti (zadnji) dan skladiS¢enja dolo€ili najvecjo vsebnost
skupnih OH tako pri obicajnih kot tudi n-3—obogatenih mariniranih mini filejih pri vseh
vrstah marinad.

Prav tako se je potrdilo, da vecji delez VNMK vpliva na povecano stopnjo oksidacije
holesterola, saj smo pri n-3—obogatenih mariniranih mini filejih dolocili znacilno vecjo
vsebnost skupnih OH v primerjavi z obiajnimi mini fileji. Tako je bila deveti dan
skladiS¢enja koli¢ina skupnih OH pri n-3—obogatenih mariniranih mini filejih v primerjavi z
obicajnimi mini fileji vecja za 49 % pri kontrolni marinadi, 62 % pri marinadi, kjer je bil
nosilec ekstrakta olje, in 25 % v primeru uporabe soli kot nosilca. Nasprotno je imela
vezava ekstrakta na Skrob pozitiven ucinek na koli¢ino skupnih OH pri n-3—obogatenih
mariniranih mini filejih, saj se je koli¢ina skupnih OH zmanjSala kar za 65 % glede na
obi¢ajne mini fileje.
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Posledi¢no to pomeni, da na tvorbo OH pomembno vpliva tudi vrsta nosilca ekstrakta oz.
ekstrakt sam. Iz preglednice 27 je namrec razvidno, da je po devetdnevnem skladiS¢enju
stopnja oksidacije in s tem koli¢ina skupnih OH pri obi¢ajnih in n-3—obogatenih mini filejih
statistiCno znacilno najmanjsa pri kontrolni marinadi (obic¢ajen: 13,06 mg/kg; n-3—obogaten:
19,47 mg/kg), ki ne vsebuje brinovega ekstrakta. Nasprotno pa vezava brinovega ekstrakta
povzro€i statisticno znacilno (p <0,001) povecanje stopnje oksidacije, ki je najveCje v
primeru vezave ekstrakta na olje (obicajen: 9,6 %; n-3—obogaten: 14,21 %). V tem primeru
se je koli¢ina skupnih OH glede na kontrolno marinado pri obic¢ajnih mini filejih povecala
za 6,5-krat oz. za 7,1-krat v skupini n-3—obogatenih mini filejev. Med vsemi nosilci
ekstrakta je z vidika poteka oksidacije najbolj primeren Skrob, saj predvsem pri n-
3—obogatenih mini filejih povzro¢i najmanjSo stopnjo oksidacije in najmanjSo koli¢ino
nastalih skupnih OH glede na kontrolno marinado, in tudi s ¢asom skladis¢enja povzroci
najmanjsSe povecanje koli¢ine skupnih OH.

Preglednica 27: Vpliv razli¢nih nosilcev (kontrola, olje, Skrob, sol) ekstrakta brinovih jagod na
vsebnost skupnih oksidov holesterola (OH) in holesterola (mg/kg) ter obseg oksidacije (%) v
presnih obic¢ajnih in n-3—obogatenih mariniranih piséan¢jih mini filejih, pakiranih v
modificirani atmosferi, med devetdnevnim skladiS¢enjem pri temperaturi (4 1) °C

Table 27: Effect of different juniper berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on
content of total cholesterol oxides (OH) and cholesterol (mg kg”) as well as rate of oxidation
(%) of raw marinated chicken inner fillets, originated from chicken fed with ground whole
flaxseed (n-3 enriched) and without (control), during 9 days of storing in modified atmosphere
and at temperature of (4 £1) °C

obicajen n-3
dan Kkontrola olje Skrob sol P~ (SEM) | kontrola olje Skrob sol P~ (SEM)
skupni OH 1 38,44 39,61* 3550 24,10 (1,75) | 4,21° 2526°  39,58%  32,11®  "(1,43)
5 2025 16,67° 13,22 3020 7(6,55) 25,07° 16,72 12,24°  33.44*  7(1,17)
9 13,06  84,76* 37,30° 4695  T(2,62) | 1947 137,28 24,15 58,62 (5,51)
oksidacija 1 4,76¢ 521 4,78% 288"  "7(0,00) | 0,557 3,30 4,99 3,77°  77(0,00)
(%) 5 2,57 2,00 1,76 3,56 nz(0,74) | 2,94° 2,17¢ 1,58° 4,18*  "(0,00)
9 1,77° 9,60 4,40  592° "0,00) | 2,58 1421%  3,00¢ 6,56  "(0,53)
holesterol 1 768,93*%  721,02° 706,98% 811,93* "(37,67) | 765,61 740,75 753,33 819,85  nz(38,52)
5 75043 818,59 738,70 818,59  nz(43,79) | 827,06 754,40 763,05 766,71  nz(38,92)

9 726,60 797,73 811,10 745,59  nz(38,55) | 736,65 828,78 778,07°" 834,41 7(45,14)
kontrola — nosilci (olje, 8krob, sol) brez brinovega ekstrakta; znacilnost vpliva: ~"p < 0,001 statistiéno zelo visoko znagilen vpliv,

“p < 0,01 statistiGno visoko znaéilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statistiéno nezna¢ilen vpliv; SEM, standardna
napaka povpredja; py, statistiGna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj vrstice (*®
€Dy se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi nosilci ekstrakta brinovih jagod)
control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, ""p < 0.01
highly statistically significant, ‘p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean;
P, statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*® <) differ
significantly (p < 0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers)

V nasprotju z OH se koliCina holesterola praviloma zmanjSuje, in sicer z narasc¢ajoco
stopnjo oksidacije oz. koli¢ino OH. To je posledica procesa oksidacije holesterola, ¢eprav v
naSem primeru ta pojav praviloma statisticno ni znacilen. Poleg tega lahko ugotovimo
(preglednica 26), da razlika v koli¢ini holesterola v obicajnih in n-3—obogatenih mini filejih
ni statisticno znacilna (p > 0,5), kar pomeni, da n-3—obogatitev ne vpliva na koli¢ino
holesterola. Podobno velja tudi za vrsto marinade oz. dodatek ekstrakta, ki bistveno ne
vplivajo na koli¢ino holesterola.
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Do podobnih ugotovitev kot pri pakiranju v modificirano atmosfero smo prisli tudi pri
vakuumsko pakiranih mariniranih mini filejih, pri katerih smo dolocali koli¢ino holesterola,
OH in stopnjo oksidacije samo deveti (zadnji) dan skladiSc¢enja. Rezultati so prikazani v
prilogi C.21. Tudi v tem primeru lahko vidimo statisticno znacilne razlike (p <0,01 oz.
p <0,001) v koli¢ini nastalih OH in stopnji oksidacije med obi€ajnimi in n-3—obogatenimi
mini fileji, pri Cemer se je po pricakovanju praviloma pokazal negativen vpliv n-
3—obogatitve na tvorbo OH. Na koli¢ino OH tudi tu pomembno vpliva vrsta marinade,
Ceprav so se pri vakuumskem pakiranju pokazali nekoliko drugacni ucinki ekstrakta oz.
marinad v primerjavi s pakiranjem v modificirano atmosfero, kar nazorno prikazuje
preglednica 28 (povzeto po prilogi C.22).

Preglednica 28: Vpliv nadina pakiranja (modificirano in vakuumsko) na vsebnost skupnih
oksidov holesterola (OH) in holesterola (mg/kg) ter obseg oksidacije (%) v presnih obic¢ajnih in
n-3—obogatenih mariniranih piS¢ancjih mini filejih, po devetdnevnem skladiS§¢enju pri
temperaturi (4 £1) °C

Table 28: Effect of packing (modified and vacuum) on content of total cholesterol oxides (OH)
and cholesterol (mg kg ") as well as rate of oxidation (%) of raw marinated chicken inner
fillets, originated from chicken fed with ground whole flaxseed (n-3 enriched) and without
(control), after 9 days of storing at (4 £1) °C

Obogatitev obicajen n-3

Nosilec/ kontrola olje Skrob sol kontrola olje Skrob sol
parameter pakiranje
skupni MAP 13,06° 84,76 37,30° 46,95  |19,47° 13728* 24,15 58,62°
OH VP 25,29° 20,52° 15,29° 20,68° | 18,75° 31,22° 24,50° 9,50"

pe(SEM)  “(1,01)  "™(3,08)  "(1,43)  ""(1,81) |[nz(0,96) "(4,98) nz(559) (2,10)
oksidacija ~ MAP 1,77° 9,60° 4,40° 5,92° 2,58" 14.21° 3,00° 6,56°
(%) VP 3,04° 2,63° 1,88° 2,75 2,34° 3,80° 3,08° 1,24°

pp(SEM)  “*(0,00)  **(0,00)  "*(0,00)  *(0,00) [*(0,00)  **(0,00)  nz(0,60)  *(0,00)
holesterol ~ MAP 726,6 797,7 811,1 7456 7367 828,8 778,1 834,4

VP 807,8 759,4 798,5 730,6  |781,3 790,6 770,4 755,5

pr(SEM)  nz(38,41) nz(38,94) nz(40,24) nz(36,1) |nz(37,97) nz(40,50) nz(46,39) nz(39,80)

MAP — pakiranje v modificirano atmosfero; VP — vakuumsko pakiranje; kontrola — nosilci (olje, skrob, sol) brez brinovega ekstrakta;
znaGilnost vpliva: ““p < 0,001 statistiGno zelo visoko znaéilen vpliv, “p < 0,01 statistiéno visoko zna¢ilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no
neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povpreéja; pp, statisti¢na verjetnost vpliva pakiranja; vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko
znotraj stolpca (*) se statistiéno zna¢ilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik med nagini pakiranja)

MAP — modified atmosphere packing; VP — vacuum packing; control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance:

Hkx

'p <0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM,
standard error of mean; pp, statistical probability of packing effect; means with a different superscript within columns (*°) differ
significantly (p < 0.05, significance of difference between MAP and VP packing)

Vakuumsko pakiranje pozitivno vpliva na manj$o vsebnost OH in stopnjo oksidacije (%) v
obicajnih in n-3—obogatenih mariniranih mini filejih glede na pakiranje v modificirano
atmosfero. Ta vpliv je bil statisti¢no znacilen za vse vrste marinad, najbolj izrazit pa v
primeru n-3—obogatenih mini filejev, ko smo kot nosilec ekstrakta uporabili sol, saj je
vakuumsko pakiranje zmanjsalo koli¢ino skupnih OH kar za 6,2-krat glede na pakiranje v
modificirano atmosfero.

Vakuumsko pakiranje se je pokazalo kot zelo u€inkovito pri preprecevanju oksidacijskih
procesov predvsem v primeru uporabe olja kot nosilca ekstrakta, saj smo poleg zmanjsSanja
Stevila TBK dosegli tudi zmanjSanje stopnje oksidacije in koli¢ine nastalih skupnih OH v
primerjavi s pakiranjem v modificirano atmosfero. Koli¢ina skupnih OH se je pri
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vakuumsko pakiranih obicajnih mini filejih tako zmanjsSala za 4,1-krat, pri n-3—obogatenih
pa celo za 4,4-krat glede na pakirane v modificirano atmosfero.

Na osnovi vrednosti, ki opredeljujejo stopnjo oksidacije (Stevilo TBK, stopnja oksidacije
holesterola, skupni OH) lahko sklepamo, da se je kot najbolj primeren nosilec pokazal
Skrob, kot najmanj pa olje.

4.3.4 Heterocikli¢ni aromatski amini

Poznani so Stevilni dejavniki, ki pomembno vplivajo na koli¢ino nastalih HAA v mesu.
Poleg vplivov, n-3—obogatitve, nosilca ekstrakta in vrste ekstrakta, ki smo jih kot dejavnike
obravnavali v sklopu II, smo kompleksnost vplivov teh dejavnikov razsirili Se na vpliv ¢asa
skladi$¢enja in nacina toplotne obdelave.

Preglednica 29: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piséancev (n-
3—obogatitev) in ¢asa skladiS¢enja pri temperaturi (4 £1) °C na vsebnost skupnih HAA (ng/kg)
v mariniranih pis¢ancjih mini filejih, toplotno obdelanih s tremi razli¢nimi postopki (pecica
IR, pecica, Zar)

Table 29: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and storage
time at temperature of (4 1) °C in modified atmosphere on content of total heterocyclic
amines (HAA) (ng kg™) of marinated chicken inner fillets, thermally treated by three different
types (two-platted grill, oven and IR oven)

Nacin TO IR pecica Zar

Dan/obogatitev obi¢ajen n-3 pe(SEM) obi¢ajen n-3 pe(SEM) obicajen n-3 Pe(SEM)
kontrola

1 356% 234%8 "(15) 258" 443*% N(18) 6968 13154 "(53)
5 6044 286" (45) 418 323" (18) 15944 1389°8  *(75)

9 202° 191°  nz(73) 1478 476 T(17) 3968 2782%B  "(251)
pD(SEM) ***(70) ***(9) ***(14) ***(21) ***(168) ***(139)

olje

1 ! 1006°5 1362 (60) 537°8 630 "(29) 1150°  975%®  *(53)

5 134174 224" "™(22) 789" 1096 " (6) 2700 2764 nz(43)
9 265° 158*8  "(48) 241 280 (13) 2668 3055 **(101)
Po(SEM) (0) nz(1) €)) €)) (2) (2

Skrob

1 2448 321 T(14) 305 150" "*(12) 11354 9738 *(53)

5 425 429" (1) 468 282°  "7(6) 2687°4 20118 "(108)
9 1784 156 (8) 167° 141°  nz(12) 5032*4 3491 "(136)
pD(SEM) ***(9) ***(10) ***(13) ***(6) ***(103) ***(111)

sol

1 566° 344%8  (23) 4977 364°8  (22) 1196° 1177°  nz(59)
5 867 709 (3) 675° 691*  nz(11) 3264° 3114°  nz(129)
9 1758 2034 7(9) 1808 377°%% (15 4516 3064 T(124)
pD(SEM) ***(17) ***(12) ***(18) ***(15) ***(143) ***(58)

kontrola — nosilci (olje, 8krob, sol) brez brinovega ekstrakta; znacilnost vpliva: *"p <0,001 statistiéno zelo visoko znaéilen vpliv,

“p < 0,01 statisti¢no visoko znaéilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statistiéno nezna¢ilen vpliv; SEM, standardna
napaka povpredja; pg, statisti¢na verjetnost vpliva n-3—obogatitve krme; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (**) se
statistino znacilno razlikujejo (p < 0,05; znacilnost razlik med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi mini fileji); pp, statisti¢na verjetnost vpliva
¢asa skladis¢enja; vrednosti z razliéno nadpisano érko znotraj stolpca (*"°) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p < 0,05; znagilnost razlik
med Casi skladiS¢enja)
control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: *“"p < 0.001 very highly statistically significant, "p < 0.01
highly statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; p,
statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance
of differences between control and n-3—enriched inner fillets); pp,statistical probability of storage time effect; means with a different
superscript within columns () differ significantly (p < 0.0, significance of differences between times of storage)
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Analiza dobljenih rezultatov (preglednica 29; povzeta po prilogah C9-12) je pokazala, da se
s casom skladiScenja koli¢ina HAA, v nasprotju z OH, peti dan najprej nekoliko poveca, z
nadaljnjim skladi§¢enjem pa potem ponovno zmanjsa, tako da so vrednosti deveti (zadnji)
dan skladiS¢enja celo manjSe od zaCetnih (prvi dan). To velja za vse skupine mariniranih
mini filejev (vse marinade), ki so bili po devetdnevnem skladiS¢enju toplotno obdelani v
pecici IR in pecici. Pri peCenju na zaru pa je bil vpliv ¢asa skladiS¢enja ravno nasproten, saj
se je v primeru vseh marinad zadnji dan skladiS¢enja po toplotni obdelavi tvorilo najvec
HAA. Tu predvidevamo, da je ta pojav najverjetneje pretezno posledica vpliva nacina
toplotne obdelave in manj vpliva ¢asa skladiS€enja, kar je prikazano tudi v preglednici 30.

Podobno kot pri sekljancih v sklopu II se je tudi v tem primeru pokazal vpliv n-
3—obogatitve na tvorbo HAA, ki pa je glede na vrsto marinade in nacin toplotne obdelave
zelo razlien. Negativen vpliv n-3—obogatitve se je pokazal v primeru uporabe olja pri
pecenju v pecici in na Zaru, ter soli kot nosilca pri pecenju v pecici in pec€ici IR, medtem ko
se v primeru uporabe Skroba kot nosilca ekstrakta pri n-3—obogatenih mini filejih tvori manj
skupnih HAA kot pri obi¢ajnih mini filejih pri vseh postopkih toplotne obdelave.

Poleg vpliva n-3—obogatitve in ¢asa skladiS¢enja smo v tem sklopu obravnavali tudi vpliv
nacina toplotne obdelave in vrste nosilca oz. dodatka ekstrakta brinovih jagod na koli¢ino
skupnih HAA po dolo¢enem casu skladiS¢enja.

Preglednica 30: Vpliv nacina toplotne obdelave (na dvoplo§¢nem Zaru, pecici in pecici IR) in
nosilca (kontrola, olje, Skrob in sol) ekstrakta brinovih jagod na vsebnost nekaterih
posameznih in skupnih HAA (ng/kg) v obdelanih mini filejih piS¢ancev, krmljenih z dodatkom
mletega lanenega semena (n-3—obogatitev) in brez dodatka (obicajno), po devetdnevnem
skladiS¢enju v modificirani atmosferi in pri temperaturi (4 1) °C

Table 30: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and plant
extract carrier (without, oil, starch and salt) on content of HAA (ng kg‘l) after thermal
treatment of chicken inner fillets, originated from chicken fed with ground whole flaxseed (7-3
enriched) and without (control), after 9 days of storing in modified atmosphere and at
temperature of (4 £1) °C

Obogatitev obicajen n-3

HAA nacin TO Kkontrola olje  $krob sol kontrola olje  Skrob sol

PhIP IR 99" 705 218 455 nz(36) [34°C 40" 18 68T  (5)
pedica 2948 83%8  54%8 2B 4y |285B  83B 398 147°8 (y)
Jar 28294 2036% 3913% 3518 (112)[2230% 2373 2661%* 19144 "*(14)
pTO(SEM) x“(41) a*x(59) x“(49) *x*(104) ***(91) “*(23) *n(64) ***(50)

skupni IR 2028 265% 178% 1758 nz(62) [191°°  158°C 156" 203°C (9)

HAA petica 147 241" 167°B 180°® (11) |476™® 280 141%® 377°B (17)
ar 39684 2668 50327 4516™ *(185)|2782°4 3055 3491** 3064° "(39)
Do(SEM) “(171) (86) “(61) “(102) “(128) 7(30) “(101) “(134)

kontrola — nosilci (olje, §krob, sol) brez brinovega ekstrakta; znailnost vpliva: ~"p < 0,001 statistiéno zelo visoko znagilen vpliv,

”p <0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv, *p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; SEM, standardna
napaka povpredja; py, statistiéna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (**
C-Py se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znaGilnost razlik med razliénimi nosilci ekstrakta brinovih jagod); pro, statistiéna
verjetnost vpliva nagina toplotne obdelave; vrednosti z razli¢no nadpisano &érko znotraj stolpca (“*°) se statisti¢no znacilno razlikujejo (p
<0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi nacini toplotne obdelave)
control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: *"p < 0.001 very highly statistically significant, p < 0.01
highly statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean;
Dn, statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*® <) differ
significantly (p < 0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers); pro,statistical probability of types of
thermal treatment; means with a different superscript within columns (**) differ significantly (p < 0.05, significance of differences
between different types of thermal treatment)
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Na osnovi rezultatov iz preglednice 30 (povzeta po prilogi C.15) lahko potrdimo, da je nacin
toplotne obdelave eden klju¢nih dejavnikov, ki pomembno vpliva na tvorbo HAA. V skladu
s pricakovanji se je podobno kot v sklopu II (predposkus) najve¢ HAA tvorilo pri pe¢enju na
zaru, kljub temu da je bila povpre¢na izguba mase pri tem nacinu toplotne obdelave manjsa
kot pri pe€enju v pecici in pecici IR (rezultati niso predstavljeni v preglednicah). Glavni
razlog za vecjo tvorbo HAA pri pecenju na zZaru je neposreden kontakt povrSine mesa z
razgreto plosCo Zzara, pri ¢emer pride do mocnega koncentriranja prekurzorjev HAA na
povrsini. Bistveno manj HAA se je tvorilo pri pecenju v pecici in pecici IR. Pri tem se kos
mesa namre¢ pece bistveno bolj enakomerno skozi celoten presek in tudi ni neposrednega
kontakta povrS§ine mesa z grelnim telesom. Posledi¢no ne pride do tako izrazite izgube vode
(na povrsini) in koncentriranja prekurzorjev na povrsini, kje je tvorba HAA najbolj izrazita
(rezultati razvidni iz preglednice 30).

Nekoliko v nasprotju s pricakovanju se je pokazal vpliv nosilcev oz. dodatka samega
ekstrakta brinovih jagod na tvorbo HAA, ki je bil pri obeh skupinah (obicajen, n-
3—obogaten) mini filejev obdelanih z vsemi tremi postopki toplotne obdelave statisti¢no
zelo visoko znacilen (p <0,001). Glede na predhodne znanstvene raziskave in rezultate
dobljene v sklopu II smo pri¢akovali pozitiven vpliv dodatka ekstrakta brinovih jagod na
zmanjSano tvorbo HAA zaradi njegovega antioksidativnega delovanja. Vendar, kot je
razvidno iz preglednice 30, je bil u¢inek dodanega ekstrakta v nekaterih primerih ravno
nasproten, pri ¢emer sta pomembno vlogo odigrala tudi nain toplotne obdelave in n-
3—obogatitev.

Pri pe€enju v pecici in pecici IR je dodatek ekstrakta brinovih jagod vezanega na Skrob
praviloma nekoliko zmanjsal tvorbo HAA glede na kontrolno marinado (brez dodanega
ekstrakta), Se posebej izrazito v primeru n-3—obogatenih mini filejev (70 %, ni navedeno v
preglednici). Podobno zmanjsanje smo dosegli tudi v primeru dodatka ekstrakta vezanega
na sol, ¢eprav pri pecenju obicajnih mini filejev v pecici pride do rahlega povecanja (22 %,
ni navedeno v preglednici) glede na kontrolno marinado.

Izrazito nasproten ucinek je Skrob kot nosilec ekstrakta imel pri peCenju na zaru, saj je v tem
primeru priSlo do najvec¢jega porasta koli¢ine skupnih HAA. Tako se je pri uporabi te
marinade pri obicajnih mini filejih koli¢ina skupnih HAA povecala za 27 %, pri n-
3—obogatenih pa za 25 % glede na kontrolno marinado. Pri enakem postopku toplotne
obdelave (Zar) se je pokazal popolnoma nasproten ucinek Skroba oz. ekstrakta kot pri
sekljancih iz sklopa II. To je verjetno posledica dejstva, da se v primeru mini filejev (cel kos
mesa) Skrob, ki lahko nastopa kot vir prekurzorjev, nahaja pretezno na povrsini, ki prihaja v
stik z grelno plos¢o, medtem ko se pri sekljancih skupaj z ekstrakti vgradi v razdeto meso in
v notranjosti ustvari »mrezo«, ki preprecuje prehajanje vode in prekurzorjev na povrsino.

Zelo zanimiv je vpliv dodatka ekstrakta vezanega na olje, saj je njegov ucinek pri obicajnih
mini filejih ravno nasproten kot pri n-3—obogatenih mini filejih. Pri pecenju obic¢ajnih mini
filejev v pecici in pecici IR se je o€itno pokazal negativen prooksidativen u¢inek dodanega
ekstrakta vezanega na olje ali pa pove€ana koli¢ina HAA posledica dodane mascobe, katere
vpliv na tvorbo HAA ni Se popolnoma pojasnjen. Kolicina HAA se je glede na kontrolno
marinado namre¢ v tem primeru povecala za 31 % pri peCenju v pecici IR oziroma za 64 %
pri peCenju v pecici. Podobno je vezava ekstrakta na olje povzrocila povecanje HAA glede
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na kontrolno marinado tudi v primeru n-3—obogatenih mini filejev pecenih na zaru. To se je
potem odrazalo tudi v rahlo izraZzeni zarki aromi pri tovrstnih mini filejih, kjer smo kot
nosilec uporabili olje (glej preglednico 31).

Popolnoma nasproten pa je bil ucinek vezave ekstrakta na olje v primeru pecenja obicajnih
mini filejev na zaru ter n-3—obogatenih mini filejev pecenih v pecici in pecici IR, saj se je
koli¢ina skupnih HAA v teh primerih glede na kontrolno marinado zmanjsala, kar pa nekako
ne moremo razloziti kot antioksidativni ucinek ekstrakta, ker se je tudi v tem primeru
najbolj izrazila zarka aroma. V primeru pecenja na zaru lahko to deloma razlozimo kot
posledico boljSega prenosa toplote, ki ga omogoca olje, kar posledi¢no pomeni krajsi ¢as
obdelave. V primeru n-3—obogatenih mini filejev pa ze v sploSnem velja, da se tvori
znac¢ilno manj HAA v primerjavi z obi¢ajnimi mini fileji, kar lahko povezemo z vecjo
sposobnostjo vezanja vode v kombinaciji s prisotnim organskim selenom, ki ima ob tem Se
antioksidativni ucinek.

4.3.5 Vrednotenje senzori¢nih lastnosti

Pri uporabi raznih dodatkov moramo biti zelo previdni, saj moramo poleg njihovih
pozitivnih uc¢inkov upostevati tudi dejstvo, da lahko precej negativno vplivajo na senzori¢ne
lastnosti samega zivila in ga lahko naredijo celo senzori¢no nesprejemljivega. Prav iz tega
razloga smo v okviru analiz opravljenih v sklopu III izvedli tudi vrednotenje senzori¢nih
lastnosti toplotno obdelanih mini filejev, da bi preverili morebitne negativne vplive
ekstrakta brinovih jagod. PreskuSevalci so se pri ocenjevanju osredotocCili predvsem na
pojav zarkosti in WOF arome ter ostalih tujih arom in vonjev.

Pojav izrazito tuje in neznacilne arome, ki so jo preskusevalci opisovali kot aromo »po
rozah«, po brinu oz. kot grenko aromo, in je povezana z dodatkom ekstrakta brinovih jagod,
je bilo najmoc¢neje zaznati v primeru vezave ekstrakta na olje. To potrjuje tudi preglednica
31 (povzeta po prilogi C.18), ki nazorno prikazuje izrazito znacilen vpliv (p < 0,001) vrste
nosilca ekstrakta na pojav tuje arome neodvisno od nacdina toplotne obdelave in n-
3—obogatitve (glej prilogo C.17). Pri tem se je pokazalo, da se s Casom skladiS¢enja
intenziteta te tuje arome, predvsem pri olju, nekoliko zmanjsa (priloga C.17). Zelo podoben
je bil negativen ucinek olja kot nosilca ekstrakta tudi v primeru pojava tujih vonjev, ¢eprav
ta vpliv ni bil tako izrazit.

Poleg tuje arome in vonja smo dolocali tudi pojav Zarkosti in WOF arome, ki je oblika
oksidativne zarkosti v toplotno obdelanem mesu, in se razvije v Ze nekaj urah ali dneh v
nasprotju z obicajno zarkostjo, ki se razvije med vecmesecnim skladiS¢enjem ali
zamrzovanjem surovega mesa ali mascobe. Glede na to, da je bil Cas skladiS¢enja dokaj
kratek, Zarke arome prakti¢no ni bilo mozno zaznati v nobenem primeru, kljub temu da smo
s predhodnimi kemijskimi analizami pokazali, da oksidacijski procesi ze potekajo (povecan
TBK, tvorba OH). Manjsa odstopanja so se pojavila le v primeru uporabe olja kot nosilca.
Dejstvo je, da so lipidni hidroperoksidi kot glavni primarni produkti oksidacije lipidov
nehlapni, brez vonja in okusa in kot taki ne vplivajo na poslabsanje kakovosti zivil. V fazi
sekundarne oksidacije pa se nato razgradijo do Stevilnih stabilnih sekundarnih produktov, to
so hlapne (aldehidi, ketoni), alkoholi, ogljikovodiki (alkani, alkeni) in furani, ki povzro¢ajo
poslabsanje arome in nadaljnje reakcije, ki vodijo do poslabsanja kakovosti.
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Preglednica 31: Vpliv nacina toplotne obdelave (na dvoplos¢nem Zaru, pecici in pecici IR) in
nosilca (kontrola, olje, §krob in sol) ekstrakta brinovih jagod na senzoric¢ne lastnosti toplotno
obdelanih mariniranih obi¢ajnih in n-3—obogatenih mini filejev, pakiranih v modificirani
atmosferi, med devetdnevnim skladis¢enjem pri temperaturi (4 £1) °C

Table 31: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and
juniper berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on sensory properties after
thermal treatment of marinated chicken inner fillets, originated from chicken fed with ground
whole flaxseed (n-3 enriched) and without (control), during 9 days at (4 £1) °C in modified
atmosphere

Obogatitev obic¢ajen n-3
Dan Parameter TO/nosilec kontrola olje  Skrob sol PN(SEM) |kontrola olje  Skrob sol  pn(SEM)
9 tuji IR 1,0 1,52 1388 13588 T02) 1,328 1,50 1,3%B 1,0°8 %(0,2)
vonji petica 1,0 1,5 1,5% 1,38 ) |15 1,5 15 1,5° nz03)
Jar 1,08 2,04 13%  13% 702 1,3%F 1,50 1,3%B 1,0°® 1(0,1)
Ppro(SEM)  -(0) "(0) 1z(0,2) nz(0,3) nz(0,4) -(0) 1nz(0,2) "*(0)
zarkost IR 1,0 10 1,0 1,0 -0 1,3° 1,00 1,0 1,0 nz0,1)
pegica 1,0 10 1,0 1,0 -0 L8 2,0" 1,0 1,0 ™,
sar 1,0 1,3 1,0 1,0 nz0,2) [1,0° 1,0° 1,0 1,0 -(0)
Pro(SEM) ~(0)  nz(0,1)-(0) _ -(0) 02) ) _-(0) ~(0)
WOF IR 1,8° 1,5 1,5° 1,5° nz(0,2) [1,8"  1,3%B¢ 1,5°%B 1,0°C (0,2)
pedica 2,5%  2,0% 20® 25 T0) 2,57 1,5 1,5%® 2,0%80,4)
Jar 1,0 1,3 1,06 1,00 nz(0,1) [1,0B 25" 1,0 1,0 (0)
pro(SEM) (0.1)  "(0.1) 7(0) (0 0. TT03) 0) - (0.3)
tuje IR 1L,OP 35 20% 1,55 o) (1,3 3,00 1,88 1,0°° (0,2
arome pedica 1,5 3,0 20% 18 0,1 1,58  33* 1,58 1,5 ™0,1)
sar 1,0°0  33% 208 15¢ 0,2) 1,0 3,00 1,58 1,5 ™(0)
pro(SEM) "*(0)  “(0,1) -(0) nz(0,1) 0,1)  nz(0,1) nz(0,1) **(0)

kontrola — nosilci (olje, Skrob, sol) brez dodanega ekstakta; znacilnost vpliva: ““p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv, “p < 0,01
statistiéno visoko znadilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no znadilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; py, statisti¢na verjetnost vpliva nosilca rastlinskega ekstrakta; vrednosti z razliéno nadpisano ¢rko znotraj vrstice (% <) se

statisti¢no znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razliénimi nosilci ekstrakta brinovih jagod); pro, statisti¢na verjetnost
vpliva nagina toplotne obdelave; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj stolpca (“*°) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05;
znacilnost razlik med nacini toplotne obdelave)

control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: “"p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly

statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; py,
statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (% < P) differ significantly

(p £0.05, significance of differences between different plant extract carriers); pro, statistical probability of type of thermal treatment
effect; means with a different superscript within columns (per parameter) (> differ significantly (p < 0.05, significance of differences

Znacilna nezaZelena sprememba povezana z oksidacijo lipidov, ki se pojavi predvsem pri
toplotno obdelanem mesu, je tudi t.i. aroma po postanem, pogretem (WOF). WOF
senzoricno zaznamo kot tujo, neprijetno aromo po lepenki ali oljnati barvi, ki prikrije
zazeleno svezo aromo toplotno obdelanega mesa. Podobno kot zarka aroma tudi WOF
aroma v nobenem primeru ni bila zelo mo¢no izrazena. Kot je razvidno iz priloge C.17 se
jakost WOF arome praviloma s casom skladiS¢enja nekoliko poveca. Najbolj izrazito
poslabsanje je bilo v primeru kontrolne marinade brez dodanega ekstrakta, kar kaze na
njegov pozitiven ucinek. Iz preglednice 31 lahko pri obeh skupinah mini filejev (obicajen in
n-3—obogaten) razberemo, da nacin toplotne obdelave pomembno vpliva (p <0,001 in
p <0,01) na pojav WOF arome, saj je bila pri vseh marinadah najbolj izraZena pri pecenju v
pecici, najmanj pa pri pecenju na zaru. To je povezano predvsem s ¢asom in temperaturo
toplotne obdelave, saj vi§ja temperatura in krajsi Cas, kar dosezemo pri pecenju na Zaru,
upocasnita oksidacijske procese, saj se pri tem zniza aktivacijska energija za oksidacijo in
tako je ovirana pretvorba hidroperoksida v proste radikale, ki stimulirajo oksidacijske
procese (Bastida in sod., 2009).
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4.4 SKLOPIV: RAZLICNI AEROBNI POGOJI V EMBALAZNI ENOTI IN NJIHOV
VPLIV NA TVORBO PRODUKTOV OKSIDACIJE IN HAA V KOMERCIALNIH
PISCANCIJIH SEKLJANCIH, OBOGATENIH Z -3 VNMK

4.4.1 Osnovna kemijska sestava sekljancev

Preglednica 32: Osnovni statisticni parametri osnovne kemijske sestave obic¢ajnih in n-
3—obogatenih pis¢ancjih sekljancev

Table 32: Basic statistical parameters for the chemical composition of control and n-3 enriched
chicken patties

Parameter (g/100 g)

Sekljanec  Statisti¢ni parameter voda beljakovine mascobe

n-3 povprecje 69,24 19,30 8,16
najmanj$a vrednost 68,86 18,73 7,52
najvecja vrednost 69,74 20,35 9,32
standardni odklon 0,33 0,61 0,81
koeficient variabilnosti (%) 0,5 3,2 9,9

obicajen povprecje 69,65 19,41 7,47
najmanjsa vrednost 69,08 18,37 7,09
najvecja vrednost 70,68 20,25 7,77
standardni odklon 0,62 0,79 0,30
koeficient variabilnosti (%) 0,9 4,1 4,0

Osnovno kemijsko sestavo obic¢ajnih in n-3—obogatenih piScancjih sekljancev smo
analizirali po osemdnevnem skladis¢enju, vendar pred toplotno obdelavo, in sicer na vzorcih
z oznako MAP—-hCO,. Rezultati te analize so nam pokazali relativno dobro homogenost
vzorcev. Pomembna komponenta sekljancev je bila v naSem poskusu mascoba, saj je ta
lahko eden izmed klju¢nih vzrokov za poslabSanje senzori¢nih lastnosti, predvsem zaradi
podvrzenosti oksidacijskim procesom. Povprecna vsebnost mascobe v obicajnih sekljancih
je bila 7,47 g/100 g, medtem ko je bilo mascobe v sekljancih s povecano vsebnostjo n-3
VNMK nekoliko ve¢ — 8,16 g/100 g. Pri tem so koeficienti variabilnosti glede deleza
mascob relativno visoki (9,9 %), saj je tezko zagotoviti bolj enako vsebnost mas¢ob v treh
proizvodnih ponovitvah oz. serijah. Najbolj konstantni sta vsebnosti vode in beljakovin v
sekljancih; v obicajnih je v 100 g 69,65 g vode in 19,41 g beljakovin, v sekljancih #n-3 pa
69,24 g vode in 19,30 g beljakovin.

4.4.1.1 Mascobnokislinska sestava

V obicajnih in n-3—obogatenih sekljancih smo po osemdnevnem skladiS¢enju skupno
dolo¢ili 25 razlicnih MK. Najbolj zastopana MK je oleinska kislina, delez katerega je bil
med 36,8 % in 37,6 %, kot je prikazano v preglednici 33. Opazili smo znacilen vpliv
povecane vsebnosti n-3 VNMK v krmi pis¢ancev na mascobnokislinsko sestavo kon¢nega
izdelka (sekljancev). Pri obicajnih in n-3—obogatenih sekljancih najvecji delez mascobnih
kislin predstavljajo ENMK (predvsem oleinska kislina) — 43,7 % vs. 42,8 %. Kar je Se
pomembneje je, da je pri n-3-obogatenih sekljancih za 6,3 % ve€¢ VNMK kot pri obi€ajnih
(23,6 % vs. 22,2 %). Delez NMK (predvsem stearinske kisline) je znacilno vecji pri
obicajnih sekljancih v primerjavi z n-3—obogatenimi sekljanci.
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Preglednica 33: MaSc¢obne Kkisline in njihova vsebnost (g/100 g SMK) v obi¢ajnih in n-3—
obogatenih pis¢ancjih sekljancih

Table 33: Fatty-acids and their contents (g/100 g TFA) in the control and n-3—enriched chicken
patties

Mascobna Kkislina/obogatitev obi¢ajen n-3 Pe (SEM)
6:0 0,30 0,28  nz(0,03)
8:0 0,15 0,18 1z (0,07)
10:0 0,01 0,01  nz(<0,01)
12:0 0,12 0,12  nz(<0,01)
14:0 0,71 0,69 1z (0,01)
14:1cis-9 0,15 0,15  nz(<0,01)
15:0 0,11 0,10° *(<0,01)
15:1cis-5 0,26 026 1z (0,01)
16:0 (palmitinska) 21,4° 21,0°  *(0,12)
16:1trans-9 0,43 0,41  nz(0,01)
16:1cis-9 4,46 4,51  nz(0,04)
17:0 0,17* 0,15 ™ (<0,01)
17:1trans-9 0,13 0,13 nz (<0,01)
17:1cis-9 0,07 0,06 nz(<0,01)
18:0 (stearinska) 6,53" 6,20 " (0,02)
18:1trans-9 0,27 0,17°  *(0,02)
18:1cis-9 (oleinska) 37,6° 36,8 *(0,22)
18:2c¢is-9,12 (linolna) 19,0 18,3 nz (0,24)
18:3¢is-6,9,12 0,10 0,06 nz(0,02)
18:3¢is-9,12,15 (ALA) 1,80° 3,98 7 (0,11)
20:1cis-11 0,36 0,32 " (<0,01)
20:4&20:3 0,85° 0,73 " (0,01)
20:5¢is-5,8,11,14,17 (EPA) <0,01 <0,01 —(0,01)
22:5¢is-4,7,10,13,16 0,20° 0,12 " (0,01)
22:5¢is-7,10,13,16,19 (DPA) 0,15° 0,24 " (0,01)
22:6¢is-4,7,10,13,16,19 (DHA) 0,12° 0,14° " (<0,01)
NMK 29,5° 28,7° " (0,13)
ENMK 43,7 42,8° 1z (0,27)
VNMK 22,2° 23,6 " (0,35)
trans MK 0,83° 0,71° " (0,03)
n-6 MK 20,1° 19.2°  *(0,24)
n-3 MK 2,07° 436" " (0,12)
razmerje n-6/n-3 10,1* 443> (0,41)
razmerje veckrat nenasi¢ene/nasi¢ene 0,75° 0,82* " (0,01)

ek

SMK, skupne mascobne kisline; znacilnost vpliva: < 0,001 statisti¢no zelo visoko zna&ilen vpliv, “p < 0,01 statisti¢no visoko znacilen
vpliv, p < 0,05 statisti€no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; pr — statisti¢na verjetnost vpliva obogatitve prehrane z
n-3 VNMK; SEM, standardna napaka povpredja; vrednosti z razliéno nadpisano érko znotraj vrstice (**) se statisti¢no znagilno razlikujejo
(p <0,05; znacilnost razlik med obicajnimi in n-3—obogatenimi pis¢ancjimi sekljanci); n-6: 18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4 &20:3 +
22:5c¢is-4,7,10,13,16; n-3: 18:3¢is-9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19; razmerje n-6/n-3: (18:2¢is-9,12 + 18:3cis-
6,9,12 +20:4&20:3 + 22:5¢is-4,7,10,13,16) / (18:3c¢is-9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19); razmerje veckrat
nenasicene/nasicene: (18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4 &20:3 + 22:5¢is-4,7,10,13,16 + 18:3¢is-9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 +
22:6cis-4,7,10,13,16,19) / (6:0 + 8:0 + 10:0 + 12:0 + 14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0)
TFA, total fatty acids; levels of significance: *"p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant,
“p <0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; ps — statistical probability of n-3 enrichment effect; SEM,
standard error of mean; means with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance of differences
between control and n-3—enriched chicken patties); n-6: 18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4&20:3 + 22:5¢is-4,7,10,13,16; n-3: 18:3cis-
9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19; n-6/n-3 ratio: (18:2¢is-9,12 + 18:3¢is-6,9,12 + 20:4 &20:3 + 22:5cis-
4,7,10,13,16) / (18:3¢is-9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19); polyunsaturated/ saturated ratio: (18:2¢is-9,12 +
18:3¢is-6,9,12 + 20:4 &20:3 + 22:5¢is-4,7,10,13,16 + 18:3c¢is-9,12,15 + 22:5¢is-7,10,13,16,19 + 22:6¢is-4,7,10,13,16,19) / (6:0 + 8:0 +
10:0 +12:0 + 14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0)
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Statisticno zelo visok vpliv prehrane zivali lahko opazimo pri vsebnosti skupnih #-3 VNMK
in predvsem a-linolenske kisline (ALA, C18:cis-9,12,15), ki je predstavlja najvecji delez
VNMK, 91 %, ostalih 9% pa predstavljata dokozapentoenojska (DPA, 22:5#r-3) in
dokozaheksaenojska (DHA, 22:6n-3), delez eikozapentaenojske kisline (EPA, 20:51-3) pa je
bil pod mejo detekcije. V obicajnih sekljancih znaSa vsebnost ALA 1,8 %, v n-3-obogatenih
pa kar 3,98 %. Prav zaradi povecanja deleza ALA v n-3-obogatenih sekljancih se izboljsa
tudi razmerje n-6/n-3, ki znasa 4,4:1, medtem ko je pri obicajnih sekljancih to razmerje
bistveno vecje, 10:1 (preglednica 33).

4.4.2 Koncentracija plinov v embalaznih enotah
Preglednica 34: Sestava plinske meSanice (%) v embalaZnih enotah pi§¢ancjih sekljancev na
dan pakiranja in po osemdnevnem skladiséenju pri temperaturi (4 1) °C

Table 34: Gas compositions in the packages of chicken patties on packaging day and after 8
days of storage at (4 £1) °C

Sestava plinske meSanice v atmosferi embalaZnih enot (%)

Plin Dan MAP-hCO, WF-ICO, MAP-hO, MAP-IO, pr (SEM)

0, 0 20,4 21,288 76,94° 0,7° 0,1)
8 18,85 19,450 79,744 0,5¢ ™ (0,3)
ps(SEM) 7 (0,3) 0,1) ™(0,5) nz (0,1)

CcO, 0 30,349 0,8 22,0 23,558 "0,2)
8 17,94 2,3P2 14,080 13,850 0,2)
peSEM) ™ (03) - (0.0) “* o.1) 0.1

MAP-hCO,, veliko CO,; WF-1CO,, zavijanje v folijo, prepustno za zrak; MAP—hO,, veliko O,; MAP—10,, malo O,; znacilnost vpliva:
“p <0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statistiéno neznadilen vpliv; SEM, standardna napaka povpre&ja; pp,
statisti¢na verjetnost vpliva sestave plinske mesanice; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (5 < P) se statisti¢no znacilno
razlikujejo (p < 0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi sestavami plinske mesSanice v embalaznih enotah); ps, statistiCna verjetnost vpliva
¢asa skladis€enja; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj stolpca (*°) se statistiéno znaéilno razlikujejo (p < 0,05; zna¢ilnost razlik
med casi skladis¢enja)

MAP-hCO,, high CO,; WF-1CO,, wrapping, air permeable; MAP—hO,, high O,; MAP-10,, low O,; levels of significance: ""p < 0.001
very highly statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pp, statistical probability of
package-atmosphere condition effect; means with a different superscript within rows (*® <P) differ significantly (p < 0.05, significance of
differences between different package-atmosphere compositions); ps, statistical probability of storage effect; means with a different
superscript within columns (**) differ significantly (p < 0.05, significance of differences during storage)

Po osemdnevnem skladisc¢enju se koncentraciji O, in CO, v embalaznih enotah glede na
sestavo plinov ob polnjenju znacilno spremenita (p <0,001) v vseh eksperimentalnih
skupinah, razen koncentracije O, embalaznih enotah z malo O, (preglednica 34, MAP-10,),
kjer vpliv ni znacilen. To je posledica absorpcije plinov v tkivo (meso), proizvodnje plinov
med miSicno respiracijo, nekaj plina pa lahko nastane tudi kot posledica delovanja prisotne
bakterijske flore v mesu (Keokamnerd in sod., 2008). Koncentracije O, in CO;, se med
skladis¢enjem embalaznih enot na sploSno mo¢no zmanjs$ajo, izjema je le embalazna enota z
veliko O,, t.j. MAP-hO,, kjer se koncentracija O, znacilno poveca iz 76,9 % na 79,7 % in
enota WF—1CO,, kjer se znacilno poveca koncentracija CO, iz 0,8 % na 2,3 %. Medtem pa
je zmanjSanje koncentracije CO, po osemdnevnem skladiS¢enju neodvisno od koncentracije
CO; ob pakiranju: v enotah z veliko CO, (MAP—hCO,) 41 %, v enotah z veliko O,
(MAP—-hO;) 36 % in v enotah z malo O, (MAP—-10;) 41 %. Gill (1988) ugotavlja, da je CO,
mocno topen v vodi in oljih, zato se z lahkoto absorbira v miSice in mascobe med
skladiscenjem.
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Ceprav koncentracije N, v embalaznih enotah v tej $tudiji nismo merili, se njegova
koncentracija med skladiS¢enjem v embalaznih enotah praviloma povecuje (Daun in sod.,
1971), kar Se posebej velja za meso, pakirano v atmosfere bogate z O,.

4.4.3 Instrumentalno merjenje barve povrsine sekljancev

Po osemdnevnem skladiS¢enju smo na presnih obi¢ajnih in n-3-obogatenih sekljancih
izvedli instrumentalno merjenje barve povrsine in v preglednici 35 so predstavljeni rezultati
vpliva n-3-obogatitve in sestave atmosfere v embalaznih enotah na vrednosti L ,a , b .

Preglednica 35: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-
3—obogatitev) in sestave atmosfere v embalaZni enoti med osemdnevnim skladis¢enjem pri
temperaturi (4 £1) °C na instrumentalno izmerjeno barvo povrsine presnih sekljancev

Table 35: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and
different package-atmosphere conditions during 8 days of storing at (4 1) °C on instrumental
colour values raw chicken patties

Atmosfera v embalaznih enotah
Parameter Obogatitev MAP-hCO, WF-ICO, MAP-hO, MAP-10, pr(SEM)

L obiajen  49,60% 50,0148 50,70*° 49,305 " (2,46)
n-3 51,518 52,44%  5287%  52,60M " (2,41)
Pe(SEM) ™ (2,28) (2,49) (2,09 7 (2.83)

a obitajen  14,29°%C 15,82% 14,59® 13,69¢ ™ (1,98)
n-3 14,488 15,994 14,948 13,24¢ " (1,71)
Pe(SEM)  nz(2,00) nz (1,97) nz(1,87) nz(1,54)

b obiajen  1532% 16,234 15,255 13,92¢ " (1,17)
n-3 15,44" 16,57* 15,67% 13,98 ™ (1,19)

Pe(SEM) nz (0,90) nz (1,24) " (1,01) nz (1,49)
MAP-hCO,, veliko CO,; WF-ICO,, zavijanje v folijo, prepustno za zrak; MAP—hO,, veliko O,; MAP—10,, malo O,; znacilnost vpliva:
“'p <0,001 statisti¢no zelo visoko znadilen vpliv, “p < 0,01 statisti¢no visoko znad&ilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no znac&ilen vpliv, nz —
p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povpreéja; pp, statisti¢na verjetnost vpliva atmosfere v embalazni enoti;
vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj vrstice (*® & F) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; zna¢ilnost razlik med razliénimi
atmosferami v embalazni enoti); pg, statistiCna verjetnost vpliva n-3—obogatenja krme; vrednosti z razliéno nadpisano ¢rko znotraj stolpca
(*) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med obi¢ajnimi in 7n-3—obogatenimi sekljanci)
MAP-hCO,, high CO,; WF-1CO,, wrapping, air permeable; MAP—hO,, high O,; MAP-10,, low O,; levels of significance: ""p < 0.001
very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically
not significant; SEM, standard error of mean; pp,statistical probability of package-atmosphere composition effect; means with a different
superscript within rows (* P F) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between different package-atmosphere
conditions); pg, statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within columns (per parameter) (**) differ
significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—enriched patties).

Atmosfera v embalaZni enoti statistiéno zna¢ilno vpliva na vrednost L~ (p <0,05) ter
vrednosti @ in b (p < 0,001), izmerjene po osemdnevnem skladiienju na povrsini presnih
sekljancev (preglednica 35). Ugotovili smo, da so vrednosti ¢ in b obiGajnih in n-
3—obogatenih sekljancev, pakiranih v prepustno folijo (WF-1CQO,), statisti¢no znacilno vecje
od ostalih pakiranj, predvsem od MAP-10,, manj od MAP-hCO; in MAP-hO,. Srednje
vrednosti parametrov ¢ in b sekljancev, pakiranih v MAP-hCO,, se razlikujejo od
sekljancev, pakiranih v MAP—hO,, vendar razlika ni statisti¢no znacilna.

Pri tem velja, da n-3—obogatitev zna&ilno (p <0,001) vpliva le na vrednost L", saj so bile
ve&je vrednosti L* izmerjene na n-3—obogatenih sekljancih, ne glede na nacin pakiranja.
Nasprotno n-3—obogatitev ne vpliva zna&ilno na izmerjeni vrednosti @ in b~ (p > 0,05), kar
je tudi razvidno iz preglednice 35.
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4.4.4 Stevilo tiobarbiturne Kisline (TBK)

Dolocanje Stevila TBK oziroma vsebnosti malondialdehida je ena izmed enostavnejSih
metod za ugotavljanje stopnje oksidacije maScobe o0z. mesa, ki vsebuje mascobe. Iz
preglednice 36 je razvidno, da spreminjanje atmosfere v embalaznih enotah obicajnih in n-
3—obogatenih sekljancev znacilno (p < 0,001) vpliva na stopnjo oksidacije oz. Stevilo TBK.
Razvidna je tudi znacilna razlika (p < 0,001) med obic¢ajnimi in n-3—obogatenimi sekljanci
ne glede na nacin pakiranja. n-3—obogatitev piS¢ancjega mesa mocno prizadene oksidativno
stabilnost sekljancev po toplotni pripravi, saj smo najvecja Stevila TBK dolocili v n-
3—obogatenih sekljancih, ki so povprecno za 68 % vecja kot pri obicajnih sekljancih, ne
glede na sestavo atmosfere v embalazni enoti (podatki niso razvidni iz preglednic).

Preglednica 36: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-
3—obogatitev) in sestave atmosfere v embalaZni enoti med osemdnevnim skladis¢enjem pri
temperaturi (4 £1) °C na oksidacijo lipidov (TBK, mg malondialdehida/kg) na presnih
sekljancih

Table 36: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and
different package-atmosphere conditions during 8 days of storing at (4 £1) °C on lipid
oxidation (TBARs, mg malondialdehide kg™) of raw chicken patties

Atmosfera v embalaznih enotah
Parameter Obogatitev MAP-hCO, WF-1CO, MAP-hO, MAP-10, pr(SEM)

TBK obiajen 0,175 0,185 0,384° 0,13 **(0,11)
n-3 0,208 0,255 0,694 0,145 “(0,29)
Pe(SEM) “(0,02) ™ (0,05) (0,43) ™ (0,02)

Legenda: glej preglednico 35; legend: see table 35

Ocitne razlike v Stevilu TBK so tudi pri razlicnih nacinih pakiranja oz. razli¢ni sestavi
atmosfere v embalaznih enotah. Najvec¢je povecanje stopnje oksidacije lipidov med
osemdnevnim skladiS¢enjem v hladilniku smo ugotovili pri sekljancih obeh skupin
(obicajnih in n-3—obogatenih) pakiranih v embalazne enote z veliko O, (MAP—hO,). Pri tej
sestavi atmosfere se je pri n-3—obogatenih sekljancih Stevilo TBK bistveno bolj povecalo
kot pri obi¢ajnih. Manj kot je v embalaznih enotah O,, manjse je Stevilo TBK v sekljancih
(preglednica 36). Stevilo TBK je torej zna¢ilno najmanjSe pri sekljancih pakiranih v
embalazne enote z najmanjSo koncentracijo O, (MAP—-10;, manj kot 0,5 % O,), nekoliko
vecje pa v embalaznih enotah zavitih v prepustno folijo (WF-1CO,) ali z atmosfero 20 % O,
in 30 % CO, (MAP—hCOy).

4.4.5 Holesterol in oksidi holesterola

Dostopnih je ve¢ Studij, ki so se fokusirale na vpliv razli¢nih toplotnih postopkov na tvorbo
razli¢nih OH, v njih navajajo bolj ali manj opazno povecanje njihove vsebnosti po toplotni
obdelavi (Conchillo in sod., 2003; Bonoli in sod., 2007; Vicente in Torres, 2007). Prav tako
smo v Studijah zasledili, da presno meso oz. izdelki lahko vsebujejo OH (Rodriguez-Estrada
in sod., 1997) in da toplotna obdelava lahko poveca vsebnost OH, tako je bil cilj nase Studije
prouciti vpliv toplotne obdelave pis¢ancjih sekljancev po osemdnevnem skladis¢enju pod
razli¢nimi atmosferami v embalaznih enotah.

Povprecno so peceni sekljanci v nasi Studiji vsebovali 558,12 (£ 33,26) mg holesterola/kg
(podatki niso razvidni iz preglednic). Meritve LC-MS/MS kaZejo znacilen (p <0,001) vpliv
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razli¢ne sestave atmosfere na vsebnost holesterola (preglednica 37). Na drugi strani pa n-3—
obogatitev ne vpliva znacilno (p > 0,05) na vsebnost holesterola, saj smo podobno vsebnost
dolo¢ili pri obicajnih in n-3—obogatenih sekljancih. Rezultati so nekoliko presenetljivi, ker
smo v n-3—obogateni skupini pricakovali manjSo vsebnost holesterola zaradi predvidene
obseznejSe oksidacije holesterola v sekljancih z manjSo oksidacijsko stabilnostjo.
Holesterola v toplotno obdelanih sekljancih, predhodno pakiranih v razlicne atmosfere, je
bilo v atmosferi z malo O, od 578,15 mg/kg (MAP—10,), v atmosferi z veliko O, od 565,18
mg/kg do 571,84 mg/kg (MAP—hCO,, WF-ICQO,) in v atmosferi, bogati z O,, 495,64 mg/kg
(MAP-hO,), ne glede na n-3—obogatitev. Vsebnost holesterola pa je bila tudi v negativni
korelaciji z vsebnostjo OH (r = —0,98, p = 0,0001, podatek ni v preglednicah).

V poskusu smo z LC-MS/MS identificirali ve¢ OH, in sicer 7a-hidroksiholesterol (7a-HC),
7B-hidroksiholesterol (7p-HC), 20a-hidroksiholesterol (20a-HC), 22-hidroksiholesterol (22-
HC) in 25-hidroksiholesterol (25-HC) (povzeto po prilogi D.1). Skupna vsebnost OH v
nasem poskusu je v obmocju med 0,38 mg/kg in 128,70 mg/kg, povprecje pa je 24,33 mg/kg
pecenih sekljancev (podatki niso predstavljeni v preglednicah). Preglednica 37 prikazuje
znalilna vpliva dodatka mletega lanenega semena v prehrano pis€ancev (p <0,01) in
sestave atmosfere v embalazni enoti med osemdnevnim skladis¢enjem pri temperaturi (4
+1) °C (p <0,001) na vsebnost OH.

Skupnih oksidov holesterola smo v embalaznih enotah, po osemdnevnem skladis¢enju, z
zelo malo kisika O, (MAP—-10,) doloc¢ili med 1,08 mg/kg in 4,56 mg/kg v atmosferi podobni
zraku (MAP—hCO; in WF-1CO;) med 5,91 mg/kg in 20,69 mg/kg ter v atmosferi bogati s
0, (MAP-hO;) med 97,31 mg/kg in 101,02 mg/kg (glej preglednico 37).

Pri tem lahko opazimo znalilne razlike v koli¢ini nastalih OH in stopnjo oksidacije v
sekljancih glede na sestavo atmosfere v embalazni enoti. Po osemdnevnem skladis¢enju se v
obicajnih sekljancih pakiranih v embalazne enote z malo O, (MAP-10,) tvori priblizno 6-
krat oz. 12-krat manj OH kot pri sekljancih, pakiranih v atmosfero z nekoliko ve¢ O,
(MAP-hCO, in WF-1CO,). Se bolj izrazita je ta razlika, ¢e to pakiranje z majhno
koncentracijo O, (MAP—10,) primerjamo s pakiranjem z veliko O, (MAP—hQO,), saj se pri
sekljancih pakiranih v atmosferi MAP—10; tvori priblizno 90-krat manj OH v primerjavi s
tistimi pakiranimi v atmosferi MAP—hO,. S tem se je potrdil prooksidativni vpliv atmosfer
bogatih z O,. Podobno velja za n-3—obogatene sekljance, vendar v manjSem obsegu, tako
npr. atmosfera bogata z O, (WF-ICO, in MAP—hO,) v primerjavi z atmosfero z malo O,
(MAP-10,) poveca koli¢ino nastalih OH za 5-krat oz. 22-krat. Pri tem se seveda posledi¢no
poveca tudi obseg oksidacije, in sicer za 4-krat oz. 21-krat glede na atmosfero z majhno
koncentracijo O, (MAP—-10y,).

Poudariti moramo, da smo ugotovili tudi znacilne razlike v vsebnosti OH med obic¢ajnimi in
n-3—obogatenimi sekljanci. Povpre¢ne vsebnosti za posamezne in skupne OH so namrec v
n-3—obogatenih sekljancih pri vseh nacinih pakiranja oz. razli¢nih atmosferah, razen pri
pakiranju z veliko O, (MAP—-hO,), statisticno znacilno ve¢je (p < 0,01 in p <0,001) kot pri
obicajnih sekljancih. Tudi v primeru pakiranja MAP—hO, se ve¢ OH tvori v n-3—obogatenih
sekljancih v primerjavi z obiCajnimi, vendar ta razlika statisticno ni znacilna (p > 0,05)
zaradi velikega standardnega odklona.
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Preglednica 37: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piscancev (n-
3—obogatitev) in sestave atmosfere v embalazni enoti med osemdnevnim skladiS¢enjem pri
temperaturi (4 £1) °C na vsebnost holesterola in skupnih oksidov holesterola (OH, mg/kg) ter
stopnje oksidacije (%) po pefenju na dvoplo§énem Zaru

Table 37: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and
different package-atmosphere conditions during 8 days of storing at (4 £1) °C on content of
cholesterol and cholesterol oxides (OH, mg kg") as well as oxidation rate (%) on chicken
patties, thermally treated at two-plated grill

Atmosfera v embalaznih enotah
Parameter Obogatitev MAP-hCO, WF-ICO, MAP-hO, MAP-10, pr(SEM)

skupni OH  obicajen 5,915 12,8350 97,314 1,08 " (7,49)
n-3 8,635 20,695 101,02* 4,56 “(12,1)
pe(SEM) " (1,24) “(3,17) nz(20,2) " (0,76)

holesterol ~ obiGajen 573,344 567,46 493,948 578,36 *(95,1)
n-3 570,35 562,90% 497348 577,924 “*(12,8)
Pe(SEM) nz (3,62) nz (8,83) nz (19,2) nz (4,73)

oksidacija  obitajen 1,08 2,28 16,3* 0,2 “*(1,23)

(%) n-3 1,55¢ 3,55 16,9% 0,8 *(1,99)
Pe(SEM) " (0,3) “(0,5) nz (3,42 " (0,1)

Legenda: glej preglednico 35; legend: see table 35

Prikazani rezultati od poglavja 4.4.1 do 4.4.5 so Ze objavljeni v Penko in sod. (2015) ter
delno v magistrskem delu Kakovica (2013).

4.4.6 Heterocikli¢ni aromatski amini

V splosnem lahko, glede na rezultate prikazane v preglednici 38 in prilogi D.2, ugotovimo
da je kolicina posameznih in skupnih HAA praviloma nekoliko vec¢ja v n-3—obogatenih
sekljancih v primerjavi z obi¢ajnimi, ¢eprav te razlike niso statisticno znacilne (p > 0,05).
Do sedaj tudi $e niso znane raziskave in podatki, ki bi proucevali in pokazali vpliv n-3—
obogatitve mesa na tvorbo HAA.

Vpliv sestave atmosfere v embalaznih enotah na tvorbo posameznih in skupnih HAA v
sekljancih je statisti¢no zelo visoko znacilen in obratno sorazmeren s koli¢ino nastalih OH
pri istovrstnem pakiranju. Tako je koli¢ina skupnih HAA najvi§ja pri obeh skupinah
sekljancev (obicajnih in n-3—obogatenih) pakiranih v atmosfero z zelo majhno koncentracijo
0, (MAP-10,; O, < 0,1 %). Nekoliko manjSa, vendar dokaj primerljiva, je koli¢ina HAA v
primeru pakiranja s povec¢ano koncentracijo CO; v atmosferi (MAP—hCQO,). Nasprotno pa
se je 2-krat oz. 3-krat manj HAA tvorilo pri obeh skupinah sekljancev, ki so bili pakirani v
atmosfero z majhno koncentracijo CO, (WF-1CO,) oz. veliko koncentracijo O, (MAP—hOy;
0, > 80 %).

Ce primerjamo posamezne HAA lahko vidimo, da najvegji delez k skupnim HAA, ne glede
na sestavo atmosfere, prispevata MelQx in PhIP, presenetljivo visok delez pa predstavljata
tudi harman in norhraman (glej preglednico 38 in prilogo D.2).

V okviru dolocanja HAA smo dolocali tudi vsebnost kreatina/kreatinina, ki je eden klju¢nih

prekurzorjev za tvorbo HAA, predvsem aminoimidazoazarenov (AIA) oz. »termicnih«
HAA, ki se tvorijo pri temperaturah obicajnih za klasi¢ne postopke toplotne obdelave mesa,
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t.j. pri temperaturi 150-250 °C (Sugimura in Adamson, 2000; Murkovic, 2004). Pri tem tipu
HAA je kreatin/kreatinin odgovoren za tvorbo t.i. amino-imidaznega dela molekule, ki je
bistven za mutagenost (Skog in sod., 1998; Sugimura in Adamson, 2000; Kizil in sod.,
2011). Pri tem velja, da koliCina kreatina/kreatinina ne vpliva na kon¢no koli¢ino HAA,
ampak vpliva predvsem na mutagenost. V naSem poskusu se je pokazalo, da je bila koli¢ina
HAA celo vecja pri tistih sekljancih, ki so vsebovali manj keatina/kreatinina.

Preglednica 38: Vpliva dodatka mletega lanenega semena v prehrano piscancev (n-
3—obogatitev) in sestave atmosfere v embalaZni enoti med osemdnevnim skladis¢enjem pri
temperaturi (4 +£1) °C na vsebnost prekurzorjev HAA (mMol/kg) presnih sekljancev ter
vsebnost skupnih HAA (ug/kg) po pecenju sekljancev na dvoplosénem Zaru

Table 38: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and
different package-atmosphere conditions during 8 days of storing at (4 £1) °C on content of
HAA precursors (mMol kg™') in raw, as well as total HAA content (ug kg™') of chicken patties,
thermally treated at two-plated grill

Atmosfera v embalaZnih enotah
Parameter  Obogatitev MAP-hCO, WF-ICO, MAP-hO, MAP-10, p, (SEM)

MelQx obiajen  6,116* 3,303 0,8728 6,7174 "(5,302)
n-3 5,489% 2,946 1,394 5,390% " (4,222)
pe(SEM)  nz(5,588)  nz(3,703) nz(1,292) nz(5,910)

PhIP obidajen  4,100* 1,568 0,611% 3,856"8 nz (4,155)
n-3 3,09148 1,3448 1,069% 5,1824 " (3,848)
pe(SEM) nz(4,395) nz(1,432) nz(0,594) nz(5,979)

vsota obitajen 17,509 7,8568 6,4928 18,1704 " (5,067)
n-3 14,6515 8,115 6,831°¢ 18,119* *(4,104)

pe(SEM)  *(3,897) nz (3,579) nz (2,741) nz(6,542)
Legenda: glej preglednico 35; legend: see table 35

4.4.7 Vrednotenje senzori¢nih lastnosti

Deskriptorji, kot so barva, vonj in aroma, so v nalogi definirani tako, da so pokazatelji
poslabsanja senzori¢ne kakovosti in sprejemljivosti pis€ancjih sekljancev. 1z preglednice 39
lahko razberemo vpliva razli¢ne sestave atmosfere v embalazni enoti in n-3 obogatitve
piS€ancjega mesa na senzoricne lastnosti piscancjih sekljancev.

Barva kon¢nega izdelka je pomemben dejavnik, na podlagi katerega se potroSniki odlocajo
za nakup. Ugotovili smo, da se barva presnih obicajnih sekljancev poslabsa (> 0 tock) v
vecjem obsegu kot pri n-3—obogatenih vzorcih (p <0,001).

Kot je razvidno iz preglednice 39 naCin pakiranja oz. sestava atmosfere znacilno vpliva
(p <0,001) na oksidiranost barve tako pri obicajnih kot n-3—obogatenih sekljancih. Najvecje
poslabSanje barve povrSine presnih sekljancev po osemdnevnem skladiS¢enju so
preskuSevalci zaznali pri sekljancih pakiranih v embalaZzne enote z majhno koncentracijo O,
(MAP-10,). Vecinoma so barvo opisali kot sivo, v nekaterih primerih pa so poslabSanje
ocenili celo z limitno vrednostjo (4), ki pomeni popolnoma oksidirano barvo. V drugih
primerih, najveckrat pri sekljancih pakiranih v najvecje koncentracije O, (MAP—hO,), pa so
poslabsanje barve opisali kot neizrazeno ali rahlo izrazeno (od 0,3 to 0,9). Zanimivo, kot
najblizje optimalni svetlo rdeci (oksigenirani) barvi so bili ocenjeni sekljanci pakirani v
mesanico plinov, ki je najblizje atmosferskemu zraku (WF-1CO,).
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Razlike v instrumentalno merjeni barvi so potrdili tudi preskusevalci, vkljuceni v senzori¢no
analizo. Senzori¢ni panel je ugotovil predvsem primerljive razlike v poslabSanju barve med
razliénimi atmosferami v embalaznih enotah, prav tako pa tudi razlike med obicajnimi in n-
3—obogatenimi sekljanci.

Preglednica 39: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-
3—obogatitev) in sestave atmosfere v embalaZni enoti med osemdnevnim skladis¢enjem pri
temperaturi (4 £1) °C na senzoric¢ne lastnosti sekljancev po pecenju na dvoplos¢nem Zaru
Table 39: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and
different package-atmosphere conditions during 8 days of storing at (4 £1) °C on sensory
properties of chicken patties, thermally treated at two-plated grill

Senzori¢ne Atmosfera v embalaznih enotah
lastnosti (0—4) Obogatitev MAP-hCO, WF-ICO, MAP-hO, MAP-10, Pr
(SEM)

poslabsanje obi¢ajen 0,8¢ 0,3° 0,9 3,14 “(0,3)

barve n-3 0,8% 0,3° 0,5 2,74 *(0,5)
pe(SEM)  —(0,3) nz (0,3) “*(0,4) *(0,7)

tuji vonji obigajen 0,5 0,8* 0,6% 0,64 *(0,5)
n-3 0,28° 1,0 0,35 0,35 “(0,6)
pe(SEM) ™ (0,5) nz (0,7) " (0,4) ™ (0,4)

Jarkost obi¢ajen 0,0¢ 1,18 1,6%° 0,0¢ “(0,5)
n-3 0,0¢ 1,18 2,41 0,0¢ " (0,5)
pe(SEM) - (9 nz (0,6) " (0,8) nz (0,0)

WOF obiajen 0,2 1,1% 1,5 0,2% " (0,5)
n-3 0,05 1,54 1,54 0,05 " (0,5)
pe(SEM) 7 (0,2) “(0,6) nz (0,8) ™ (0,2)

tuje obitajen 0,45 0,948 0,5% 0,55 *(0,4)

arome n-3 0,2%° 1,084 0,28¢® 0,35 “(0,4)
pe(SEM) ™ (04) " (0,6) " (04) "(0,4)

Legenda: glej preglednico 35; legend: see table 35

Aroma je zelo pomemben parameter senzori¢ne kakovosti vsakega zivila. Aroma izhaja iz
kombinacije vonja, okusa in obcCutka v ustih, zaradi tega je hrana tudi privlacna za
potrosnike. Iz podatkov je razvidno, da razli¢na sestava atmosfere v embalazni enoti in n-3—
obogatitev piscan¢jega mesa vplivata znacilno na ocenjene deskriptorje arome in vonja.
Med oksidativnim razpadom n-3 MK nastajajo razlicne hlapne sestavine, ki jih lahko
opiSemo z izrazom po ribah (vonj) in tuje arome, ki so znaCilne za meso piS€ancev
krmljenih z n-3 MK (Rymer in Givens, 2005). Zato smo pric¢akovali, da bodo preskusevalci
v tej Studiji zaznali bolj izrazeno Zarkost in tuje arome v n-3—obogatenih sekljancih. Tuje
arome so preskuSevalci opisovali z izrazi, kot so kislo ali pokvarjeno v obicajnih sekljancih,
kar se je rahlo izrazilo pri vseh nacinih pakiranja, najbolj pri WF-ICO,, oziroma rahlo po
lanenem olju ali ribah pri n-3—obogatenih sekljancih, kar je lahko posledica peroksidacije
VNMK (Woods in Fearon, 2009), kar je bilo tudi najbolj izraZzeno v primeru WF-1CO,.

Aromo po postanem (WOF, Warm Over Flavour) so preskuSevalci prav tako vrednotili na
pecenih sekljancih, vrednosti so bile rangirane med 0 in 1,5, kar ustreza izrazu 'ni izrazena'
do 'rahlo izrazena'. Ceprav so bili indikatorji oksidacije lipidov (TBK) v pe¢enih n-3—
obogatenih sekljancih znacilno vecji kot pri obicajnih, pa preskuSevalci niso zaznali
bistvenih razlik v aromi po postanem med obema skupinama sekljancev.
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Poslabsanje vonja in arome ter prisotnost zarkosti so bili najbolj zaznani v sekljancih,
pakiranih v atmosfero z veliko O, (MAP-hO; in WP-ICQO;), najmanj pa v sekljancih,
pakiranih v atmosfero z majhno koncentracijo O, (MAP-10,), in sicer tako pri obicajnih kot
n-3—obogatenih sekljancih. Velja poudariti, da je senzori¢ni panel ugotovil vecje poslabSanje
senzori¢nih lastnosti n-3—obogatenih sekljancev kot pa obicajnih, predvsem pri senzori¢ni
oceni zarkosti. V n-3—obogatenih sekljancih v atmosferi z veliko O, (MAP-hO;) so
preskuSevalci zarkost ocenili z 2,4, kar je ekvivalent izrazu 'srednje (bolj) izrazena' do
'moc¢no izrazena'.
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S RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Naloga je bila razdeljena v §tiri sklope oz. medsebojno neodvisne manjse poskuse, katerih
osnovni namen je bil ugotoviti predvsem vpliv dodatka razli¢nih rastlinskih ekstraktov na
preprecevanje nezazelenih oksidativnih procesov ter tvorbe karcinogenih heterocikli¢nih
aromatskih aminov (HAA) v obi¢ajnem in n-3—obogatenem piSc¢ancjem mesu in sekljancih.

Poleg vpliva dodatka razli¢nih rastlinskih ekstraktov smo v nalogi isto¢asno zajeli tudi
druge dejavnike, za katere smo na osnovi predhodnih raziskav sklepali, da imajo lahko
dolocCen vpliv na te nezazelene procese. Ti dejavniki so: Cas skladiS¢enja, naCin pakiranja
(sestava atmosfere), nacin toplotne obdelave in stopnja pecenosti ter vrsta nosilca ekstrakta.

Pri sami nalogi smo precej pozornosti posvetili tudi vplivu n-3—obogatitve krme piscanceyv,
ki se odraza na povecani vsebnosti n-3 veCkrat nenasi¢ene mascobne kisline (VNMK) v
mesu, na pojav teh nezazelenih procesov. Nobena od do sedaj opravljenih raziskav tudi Se ni
obravnavala vpliva n-3—obogatitve mesa na tvorbo HAA, kar pomeni pomemben prispevek
naloge k razvoju znanosti.

Dejstvo je, da se je v zadnjem obdobju v skrbi za bolj zdravo zivljenje med potrosniki zelo
povecalo zanimanje za uzivanje zivil bogatih z n-3 VNMK, saj je bilo ze veckrat dokazano,
da imajo le-te pozitivne ucinke na ¢loveski organizem. Na drugi strani pa imajo to slabost,
da so zelo podvrzene oksidacijskim procesom in v skladu s predhodnimi raziskavami smo
pri¢akovali povecano stopnjo oksidacije pri n-3—obogatenem mesu. Hidroperoksidi in ostali
prosti radikali, ki se generirajo med oksidacijo lipidov VMNK na;j bi bili ob tem odgovorni
tudi za iniciacijo oksidacije holesterola in s tem tvorbo oksidov holesterola (OH), ki
dokazano z in vitro in in vivo poskusi delujejo citotoksi¢no, mutageno in celo karcinogeno,
ter jih tako povezujejo z razvojem sodobnih civilizacijskih bolezni, kot so ateroskleroza in
razna rakava obolenja (Souza in Silva, 2006; Hur in sod., 2007). Nekatere raziskave so
pokazale celo povezavo med oksidacijo lipidov in tvorbo mutagenih in karcinogenih
(HAA). Lipidi in njihovi produkti oksidacije se namre¢ na razli¢ne nacine lahko vkljucujejo
v Maillardovo reakcijo (Farmer in Mottram, 1990) in na tak nacin z interakcijami vplivajo
na tvorbo HAA v mesnih proizvodih (Faulkner, 1994; Johansson, 1995). Znano je, da sam
proces oksidacije lipidov, poleg tvorbe zdravju Skodljivih produktov, povzroc¢i tudi
negativne spremembe senzori¢nih lastnosti, predvsem barve in arome, ki klju¢no vplivata na
potrosnikovo odlocitev za nakup proizvoda.

V izogib vsem nezazelenim spremembam se v industriji uporabljajo razlicni dodatki,
predvsem t.i. sinteti¢ni antioksidanti (BHA, BHT...), ki dokazano ucinkovito zavirajo te
procese. Vendar zaradi vedno vecje ozaveScenosti potrosnikov, ki tezijo po »naravnem, so
se zacele iskati alternative za zamenjavo sintetinih dodatkov z naravnimi. Znano je, da so
Stevilni rastlinski materiali bogat vir polifenolnih spojin z moc¢nim antioksidativnim
delovanjem in v tem primeru predstavljajo zelo dobro alternativo. Tako smo se na osnovi ze
znanih dejstev o pozitivnih vplivih razliénih rastlinskih ekstraktov na preprecevanje
nezazelenih procesov v okviru naloge osredotoCili predvsem na pridobivanje in
karakterizacijo ekstraktov ter njihov vpliv na preprecevanje tvorbe nezazelenih in zdravju
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Skodljivih produktov med skladis¢enjem in toplotno obdelavo, tako pri obi¢ajnem kot n-3—
obogatenem pis¢an¢jem mesu.

5.1.1 Mascobnokislinska sestava

Vsi poskusi, ki smo jih izvedli v okviru disertacije, so potekali vzporedno na obi¢ajnem in
n-3—obogatenem piS¢ancjem mesu (fileju) oz. sekljancih iz tega mesa. Najprej smo izvedli
karakterizacijo oz. dolo¢ili mas¢obnokislinski (MK) profil obeh skupin (obicajen, n-3—
obogaten). V sklopu II smo dolocali MK profil pis¢an¢jemu fileju, ki smo ga nato uporabili
v nadaljevanju sklopa II in III, medtem ko smo v sklopu IV dolo¢ili MK profil komercialnih
pisc¢ancjih sekljancev.

Tako kot smo predpostavljali, smo pri n-3—obogatenem fileju oz. sekljancih doloc¢ili vecje
koncentracije n-3 MK in ugodnejSe razmerje n-6/n-3 kot pri obicajnih. Delez n-3 VNMK je
bil v primeru n-3—obogatenega fileja (4,53 g/100 g) in sekljancev (4,36 g/100 g) vec kot 2-
krat vecji kot pri obi¢ajnem fileju (1,87 g/100 g) oz. sekljancih (2,07 g/100 g). K povecanju
deleza n-3 VNMK je v obeh primerih najve¢ doprinesla ALA, in s tem tudi k izboljSanju
razmerja n-6/n-3. Sicer pa je bil delez ALA v n-3—obogatenih sekljancih v naSem poskusu
nekoliko manjs$i kot v triacilglicerolnih frakcijah mesa pis¢ancev, krmljenih z lanenim
semenom, v poskusu, ki so ga opravili Betti in sod. (2009b). Nasprotno sta deleza DPA in
DHA v nasem primeru vecja.

Podobno kot v vecini ostalih Studij (Crespo in Esteve-Garcia, 2002; Shen in sod, 2005;
Zelenka in sod., 2008) lahko tudi v nasem primeru ugotovimo, da je med dolgoveriznimi n-
3 VNMK prevladujoca dokozapentaenojska kislina (DPA). Kar pa je popolnoma v nasprotju
z ugotovitvami Lopez-Ferrer in sod. (2001), ki so v svojih vzorcih dolocili, da je najbolj
zastopana dokozaheksaenojska kislina (DHA), te pa je v naSih filejih oz. sekljancih
povprecno 60 % manj kot DPA.

Zaradi vecjega deleza n-3 VNMK se v n-3—obogatenem fileju oz. sekljancih bistveno
izboljsa tudi razmerje n-6/n-3 (file: 4,53:1; sekljanci: 4,36:1) in tako dosega tisto optimalno
ugodno razmerje 4:1, ki se smatra kot ugodno z vidika zdravja, saj se na tak nacin precej
zmanjsa tveganje za razvoj razli¢nih degenerativnih bolezni (sréno-zilne, rakava obolenja...)
(Enser in sod., 2001).

5.1.2 Oksidacijski produkti

Na eni strani n-3—obogatitev pozitivno vpliva na povecan delez n-3 VNMK, ki imajo
ugoden vpliv na zdravje, hkrati pa to pomeni tudi vecjo izpostavljenost teh zivil
nezazelenim oksidativnim procesom, ki v konc¢ni fazi pomenijo tudi tvorbo zdravju
Skodljivih produktov. Poleg n-3—obogatitve smo obravnavali tudi druge dejavnike, ki
pomembno vplivajo na vrednost Stevila tiobarbiturne kisline (TBK) in vsebnost oksidov
holesterola (OH) ter senzori¢ne spremembe povezane z oksidacijskimi procesi.

Stevilo tiobarbiturne kisline (TBK)

Pri¢akovali smo, da predvsem n-3—obogatitev vpliva na povecanje TBK, kar se je deloma
tudi potrdilo, in sicer v primeru sekljancev (sklop IV). V tem primeru je bilo Stevilo TBK pri
n-3—obogatenih sekljancih povprecno do 68 % vecje kot pri obicajnih. Tudi Betti in sod.
(2009a) pisejo, da na oksidativno stabilnost mesa brojlerjev moc¢no vpliva koncentracija in
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¢as krmljenja le-teh z lanenim semenom, kar je seveda pogojeno tudi s koli¢ino na novo
akumuliranih n-3 VNMK v njihovem mesu. Nadalje dodajajo, da ze Stiridnevno dodajanje
lanenega semena v prehrano brojlerjev izzove visjo stopnjo oksidacije (ve¢je Stevilo TBK)
kasneje v mesu prsi in beder.

n-3—obogateni sekljanci imajo ve¢jo vsebnost ALA v primerjavi s obi¢ajnimi, ta pa je kot
vsi nenasiceni lipidi bolj obcutljiva na oksidacijo, katere posledica je nastanek peroksidov in
aldehidov (Leskanich in Noble, 1997). Se ve¢, ne le vsebnost n-3 VNMK v sekljancih,
ampak tudi majhna vrednost pH le-teh (Chae in sod., 2007) zaradi dodatka nekaterih
komponent v komercialne sekljance (npr. natrijevega acetata, askorbinske kisline) lahko
predstavlja dodaten vpliv, ki pove¢a dovzetnost sekljancev za oksidacijo. Analizirane
vrednosti pH vseh nasih vzorcev so relativno visoke (6,40 £0,19).

Ena od moznih razlag, zakaj v n-3—obogatenem mesu poteka obsezna oksidacija lipidov je
lahko oblikovanje kisikovih reaktivnih zvrsti (ROS), ki nastanejo kot posledica nalaganja n-
3 VNMK (Morrissey in sod., 1998). Tvorba je povezana s prehodnimi kovinami, kot je
zelezo, ki aktivirajo cikli¢no adenozin monofosfat proteinsko kinazo (cAMP), povecanim
sprosCanjem kalcija iz sarkoplazemskega retikuluma in veliko vsebnostjo VNMK v
fosfolipidnih membranah (Betti in sod., 2009a).

Nasprotno pa v primeru presnih mariniranih mini filejev (sklop III) nismo ugotovili
znacCilnega vpliva n-3—obogatitve na povecan obseg oksidacije in s tem povecano Stevilo
TBK. Ocitno se je v tem primeru pokazal antioksidativni u€inek dodanega ekstrakta
brinovih jagod, poleg tega pa pri tem tudi ni bilo vpliva mletja in sekljanja, ki pri sekljancih
poveca stopnjo oksidacije. Pri razdevanju, Se posebej pa pri mletju, namre¢ pride do
porusenja celi¢nih struktur ter povecanja povrSine, ki reagira s kisikom (Honikel, 2009;
Faustman in sod., 2010).

V vseh primerih, ko smo dodali ekstrakt brinovih jagod, se je Stevilo TBK zmanjsalo,
najbolj izrazito v primeru vezave ekstrakta na sol oz. Skrob. Brinove jagode so bogat vir
predvsem fenolnih kislin, med katerimi so Miceli in sod. (2011) ter Taviano in sod. (2013)
ugotovili, da je najbolj zastopana protokatehinska kislina, ki je poznana kot mocan lovilec
prostih radikalov. Protokatehinska kislina je prisotna tudi v naSem primeru, vendar je
zastopana v manjSem delezu kot galna kislina.

Znano je, da postopki toplotne obdelave mocno pospesijo procese oksidacije in v primerjavi
s presnim mesom posledi¢no povzro€ijo vecje povecanje Stevila TBK. Po ugotovitvah Min
in sod. (2008) naj bi bil vpliv toplotne obdelave na povecanje Stevila TBK pri razli¢nih
vrstah mesa najbolj izrazit pri piS€ancjem mesu. Kljuéno vlogo pri oksidativnih procesih
toplotno obdelanega mesa naj bi imel predvsem delez VNMK, ki je med vsemi vrstami
mesa najvecji prav v pis€ancjem mesu. To lahko potrdimo tudi z naSim poskusom, saj je
Stevilo TBK po toplotni obdelavi izrazito povecalo predvsem v n-3—obogatenih mariniranih
mini filejih. Tako se je pri toplotno obdelanih n-3—obogatenih mariniranih mini filejih
Stevilo TBK povecalo od 185 % do 375 % v primerjavi s presnimi. Pri tem lahko ugotovimo
tudi pomemben vpliv nosilca ekstrakta, saj se Stevilo TBK po toplotni obdelavi n-
3—obogatenih mini filejev najbolj poveca v primeru uporabe olja kot nosilca. Izkazalo pa se
je tudi, da ima v primeru toplotno obdelanih mini filejev dodatek ekstrakta celo
prooksidativen ucinek. PospesSen proces oksidacije zaradi toplotne obdelave se je odrazil
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tudi s pojavom t.i. arome po postanem oz. WOF (iz angl. Warm Over Flavour), ki je najbolj
izrazena pri kontrolni marinadi (brez dodanega ekstrakta brinovih jagod), pri kateri je tudi
Stevilo TBK najvecje. Vrednost Stevila TBK in intenziteta arome WOF sta najvecja pri
pecenju v pecici, najmanjsa pa pri pecenju na zaru. To je povezano predvsem s ¢asom in
temperaturo toplotne obdelave, saj vi§ja temperatura in krajs$i Cas, kar smo dosegli pri
pecenju na zaru, upocasnita oksidacijske procese. Pri tem se namre¢ zniza aktivacijska
energija za oksidacijo in s tem je ovirana pretvorba hidroperoksida v proste radikale, ki
stimulirajo oksidacijske procese (Bastida in sod., 2009).

V primeru marinade, kjer je ekstrakt vezan na olje, pride do precej moc¢no izrazenih tujih
vonjev in arom po brinu, ki prekrijejo znacilno aromo mesa. S ¢asom skladiS¢enja se ta tuja
aroma rahlo izgublja, saj jo prekrije aroma WOF, ki se nasprotno, s ¢asom intenzivira.

Podrobno smo proucevali tudi vpliv na¢ina pakiranja in tako v primeru sekljancev kot tudi
mariniranih mini filejih ugotovili, da je Stevilo TBK najnizje v embalaznih enotah z
najmanjSimi koncentracijami O,. Pri mariniranih mini filejih se je izkazalo, da je
vakuumsko pakiranje zelo ucinkovito predvsem pri n-3—obogatenih mini filejih, saj se
Stevilo TBK v primerjavi s pakiranjem v modificirano atmosfero zmanjsalo od 20 % pri
kontrolni marinadi pa vse do 68 % v primeru vezave brinovega ekstrakta na olje. V primeru
analize toplotno obdelanih mini filejev pa lahko ugotovimo ravno nasproten vpliv pakiranja
kot pri presnih, saj so povprecne vrednosti Stevila TBK vecje v primeru pakiranja v vakuum.
Podobno kot pri presnih je tudi tu vpliv na¢ina pakiranja najbolj izrazit pri n-3—obogatenih
mini filejih, kjer smo v marinadi kot nosilec uporabili olje, vendar v tem primeru je bistveno
bolj u€inkovito pakiranje v modificirano atmosfero, saj je Stevilo TBK za 171 % manjSe v
primerjavi z vakuumom.

Pri komercialnih sekljancih smo najvecje povecanje oksidacije lipidov med osemdnevnim
skladis¢enjem v hladilniku ugotovili v zavitkih z veliko O, (MAP—hO,). Manj kot je v
embalaznih enotah O,, manjse §tevilo TBK v sekljancih. Stevilo TBK je torej zna&ilno
najnizje v enotah, zavitih v propustno folijo (WF-1CO,) ali polnjenih z 20 % O, in 30 %
CO,; (MAP-hCOQ,), kot v enotah z najvecjo koncentracijo O, (MAP—hQ,); Se vec, najnizje
Stevilo TBK smo ugotovili v enotah z O, manj kot 0,5 % (MAP-10,).

Conchillo in sod. (2003) so Studirali oksidacijo lipidnih frakcij v presnih in pecenih
pis¢ancjih prsih, skladis¢enih 0 do 6 dni pri temperaturi 4 °C. Ugotovili so, da aerobno
hranjenje povisa Stevilo TBK od 0,04 do 0,06 ppm za presne vzorce in od 0,21 do 1,20 ppm
za pe€ene vzorce.

Oksidi holesterola

Poleg stevila TBK je dober pokazatelj oksidacijskih procesov v mesu tudi koli¢ina nastalih
OH, katerih tvorba je tesno povezana z oksidacijo MK, saj sta mehanizma oksidacije lipidov
in holesterola medsebojno povezana. Osada in sod., (1993) so z modelnimi poskusi
dokazali, da pride do tvorbe OH samo v primeru, ko holesterol segrevamo skupaj z
mascobnimi kislinami.

Dostopnih je vec¢ Studij, ki so se fokusirale na vpliv razli¢nih toplotnih postopkov na tvorbo

razlicnih OH, v njih navajajo bolj ali manj opazno povecanje njihove vsebnosti po toplotni
obdelavi (Conchillo in sod., 2003; Bonoli in sod., 2007; Vicente in Torres, 2007). Prav tako
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smo v Studijah zasledili, da presno meso oz. izdelki lahko vsebujejo OH (Rodriguez-Estrada
in sod., 1997) in da toplotna obdelava lahko poveca vsebnost OH. Tako smo v sklopu III
proucevali vpliv Casa skladiS€enja in mariniranja na tvorbo OH v presnih mariniranih mini
filejih, medtem ko smo v sklopu IV proucevali vpliv toplotne obdelave piScancjih
sekljancev po osemdnevnem skladiS¢enju pri razliéni atmosferi v embalaznih enotah.

Glede na to, da sta ta dva poskusa medsebojno neodvisna, tezko potegnemo povezave med
njima in so rezultati glede OH teZzko neprimerljivi. Zato tudi ne moremo popolnoma
razloziti dejstva, da so koli¢ine OH pri presnih mariniranih mini filejih celo visje kot pri
toplotno obdelanih komercialnih sekljancih brez dodanega ekstrakta. MoZna razlaga za ta
pojav je lahko sicer ta, da gre pri komercialnih sekljancih za nadaljnjo stopnjo oksidacije,
pri cemer se tvorijo 7-KC in epoksidi, ki jih v raziskavi nismo dolocali. Sicer pa velja, da so
tudi podatki v literaturi zelo razli¢ni in jih posledi¢no tudi tezko primerjamo z naSimi.
Razlog je v tem, da je kvantitativna dolocitev OH zelo problematicna zaradi zelo majhnih
koncentracij (ppm), poleg tega pa samo izolacijo ovira bistveno vecja vsebnost holesterola,
triacilglicerov, fosfolipidov in ostalih lipidov v zivilu (Valenzuela in sod., 2003).

Podobno kot pri stopnji oksidacije MK, ki smo jo izrazili s Stevilom TBK, lahko tudi pri
dolocanju koli¢ine nastalih OH potrdimo negativen vpliv n-3—obogatitve tako pri
mariniranih mini filejih kot pri sekljancih. Podobno trdijo Belitz in sod. (2009) ter Echarte
in sod. (2003), ki so tudi pokazali, da je oksidacija holesterola obseznejSa v pis€ancjem
mesu z ve¢jo vsebnostjo VNMK, predvsem a-linolenske kisline, ki tudi v nasem primeru
prevladuje.

Pri presnih mariniranih mini filejih, kjer vpliv n-3—obogatitve na Stevilo TBK ni bil
znacilen, je bistveno bolj do izraza prislo povecanje koli¢ine OH, saj se je pri vseh
marinadah tvorilo od 25 do 62 % ve¢ OH kot pri obicajnih mini filejih. Izjema je bila v tem
primeru marinada, kjer je bil ekstrakt brinovih jagod vezan na Skrob. V tem primeru se je
koli¢ina skupnih OH v n-3—obogatenih mini filejih zmanjSala kar za 65 % glede na
obicajne.

Presenetljiva je ugotovitev, da je koli¢ina skupnih OH pri obicajnih in n-3-obogatenih mini
filejih zadnji (deveti) dan skladiScenja najmanjSa pri kontrolni marinadi, kar je nekako v
nasprotju s pri¢akovanji. Ta pojav je najverjetneje posledica napredovane oksidacije ter
tvorbe 7-KC in sekundarnih produktov oksidacije holesterola, kot so epoksidi, ki jih v nasi
raziskavi zal nismo dolocali, ker nismo imeli potrebnih standardov.

Pri komercialnih sekljancih smo poleg znacilnega negativnega vpliva n-3-obogatitve
podrobno obravnavali tudi vpliv atmosfere v embalazni enoti med skladis¢enjem. V tem
primeru se je pokazala znacilna povezava med Stevilom TBK in koli¢ino nastalih OH, saj
obe vrednosti naras¢ata s koncentracijo O, v embalazni enoti.

V tem sklopu smo ugotovili povezavo med Stevilom TBK in oblikovanimi OH (r = 0,6841;
p <0,0001), kar podpira nasa pricakovanja, da bodo peroksidni radikali nastali pri oksidaciji

VNMK fosfolipidov povzrocili zacetek oksidacije holesterola (Paniangvait in sod., 1995).

Poudariti moramo, da smo ugotovili znacilne razlike v vsebnosti OH med obicajnimi
sekljanci in n-3—obogatenimi sekljanci v embalaznih enotah MAP-hCO,, WP-ICO; in
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MAP-10O,. Povprecne vsebnosti za posamezne in skupne OH so namre¢ v n-3—obogatenih
sekljancih pri teh nacinih pakiranja statisticno znacilno vecje kot v obicajnih, izjema je le
pakiranje v atmosferi bogati s O, (MAP—hO,), ko je razlika neznacilna. Rezultat je bil
pricakovan zaradi povecane oksidacije holesterola v pisc¢ancjih sekljancih z zmanj$ano
oksidacijsko stabilnostjo in se sklada z ugotovitvami Luciano in sod. (2013), ki je dolo¢il,
da 20 % dodatek lanenega semena v prehrano ovac spodbudi oksidacijo mas¢obnih kislin in
holesterola v samem mesu.

Najvecje vrednosti Stevila TBK ter vsebnost OH smo tako dolocili pri sekljancih pakiranih v
MAP-hQ,, in sicer se je v tem primeru po toplotni obdelavi tvorilo kar 8-krat ve¢ OH kot pri
sekljancih pakiranth v MAP-10,. S tem lahko potrdimo ugotovitve razlinih avtorjev
(Cayuela in sod., 2004; Ubhayasakera in sod., 2004; Conchillo in sod., 2005; Otaegui-
Arrazola in sod., 2010), da velika koncentracija O, v embalaznih enotah deluje
prooksidativno in tako pospesuje oksidacijo lipidov in holesterola.

Vpliv atmosfere v embalaznih enotah na tvorbo OH smo potrdili tudi v primeru mariniranih
mini filejev, kjer se je vakuumsko pakiranje (<1 % O,) pokazalo kot zelo ucinkovito pri
preprecevanju oksidacijskih procesov v primerjavi s pakiranjem v modificirano atmosfero
(MAP-hCO,; 20 % O,). Se posebej izrazit je bil vpliv pakiranja v vakuum v primeru
uporabe olja kot nosilca ekstrakta, saj smo poleg zmanjsanja Stevila TBK dosegli tudi
zmanjSanje stopnje oksidacije in koli¢ine nastalih skupnih OH v primerjavi s pakiranjem v
modificirano atmosfero. Koli¢ina skupnih OH se je pri vakuumsko pakiranih obicajnih mini
filejih tako zmanjsala za 4,1-krat, pri n-3—obogatenih pa celo za 4,4-krat glede na pakirane v
MAP-hCOs,.

Na osnovi vrednosti, ki opredeljujejo stopnjo oksidacije (Stevilo TBK, stopnja oksidacije
holesterola, skupni OH), lahko sklepamo, da je kot nosilec ekstrakta najbolj primeren Skrob.
Kot najbolj primeren nacin pakiranja se je potrdilo pakiranje z majhno koncentracijo O, ter
pecenje na zaru med postopki toplotne obdelave.

5.1.3 Barva povrSine in senzori¢ne lastnosti

Instrumentalno merjenje barve povrsine
Z namenom, da bi ugotovili morebitni vpliv ¢asa in pogojev (atmosfera) skladis¢enja smo v
sklopu III in IV opravili tudi instrumentalno merjenje barve povrsine.

V primeru mariniranih mini filejev smo ugotovili, da ¢as skladiS¢enja vpliva predvsem na
vrednost a*, ki vrednoti inteziteto rdeCe barve. Pri tem smo ugotovili, da se s Casom
skladid&enja, v primeru kontrolne marinade, vrednost a” poveca, nasprotno pa se v primeru
vezave ekstrakta na Skrob oz. sol intenziteta rdece barve zmanjsa.

Iz meritev opravljenih na sekljancih smo izra¢unali vrednosti za spremembo svetlosti in
nasiGenosti, 4L" in AC. Na sliki 21 je prikazano, kako se spreminjata svetlost in nasi¢enost
barve povrsine presnih sekljancev, pakiranih osem dni pri razli¢nih atmosferah, v primerjavi
z referen¢nim pakiranjem, t.j. MAP—hCO, obic¢ajnih sekljancev. Podatki so nekoliko
presenetljivi, saj kazejo, da je barva povrSine n-3—obogatenih presnih sekljancev opazno
svetlejsa (slika 21, n-3 MAP-hO,, n-3 WF-1CO,, n-3 MAP—-hCQO,), celo bolj bleda (slika
21, n-3 MAP-10,) kot pri obic¢ajnih sekljancih (slika 21, obicajen), ne glede na atmosfero.
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Mozna razlaga je lahko nekoliko ve¢ji delez n-3 VNMK v n-3 sekljancih, kar lahko vodi do
vecje refleksije svetlobnega Zarka uporabljenega kromametra. Tudi Betti in sod. (2009a) so
prisli do podobnih ugotovitev. Trdijo, da 16-dnevni dodatek lanenega semena v krmo
pis€ancev (10 % in 17 %) pove€a vrednosti L" in a" mesa prsi in beder v primerjavi s
kontrolo — brez dodanega lanenega semena (prsi: 59,14 vs. 51,93, in 8,02 vs. 6,58; bedra:
56,25 vs. 53,43, in 8,91 vs. 6,70). Njihove ugotovitve se ujemajo z nasSimi samo za vrednost
L", medtem ko za vrednosti @ in b med n-3 in obiGajnimi sekljanci nismo nali statisti¢nih
razlik. MozZen vzrok za to lahko pripiSemo dodajanju karmina, barvila v sekljance. Tudi v
primeru mariniranih mini filejev ne ugotavljamo bistvenega vpliva n-3—obogatitve, Ceprav
so se predvsem pri kontrolni marinadi pojavile razlike. Tako je vrednost a oz. intenziteta
rdeCe barve vecja pri n-3—obogatenih mini filejih, podobno kot ugotavljajo Betti in sod.
(2009).

Pri tem moramo poudariti tudi, da so bile nase meritve v primeru sekljancev narejene na
povrsini sekljancev, medtem ko so Betti in sod. (2009a) opravili instrumentalno merjenje
barve na piscancjih prsih in bedrih. Povsem nasprotno pa so ugotovili Singh in sod. (2011),
ki so v perutninskih sekljancih, obogatenih s 3 % lanenega olja, izmerili manjse vrednosti L
kot pri kontrolnih sekljancih, tistih brez dodanega lanenega olja.

=

belo svetlo
@ n-3 MAP-hO,
n-3 MAP-10,
a @ 13 WF-ICO,
2 1 g n-3 MAP-hCO,
@ obicajen MAP-hO,
s
@ obicajen WF-1CO,
T T
-4 ) = obicajen 2 4
obicajen MAP-10, MAP-hCO,
temno globoko

2

AC

Slika 21: Razlike v spremembi svetlosti (AL") in nasi¢enosti barve (AC") presnih pis¢anéjih sekljancev,
n-3 obogatenih in obicajnih, hranjenih pri razli¢nih atmosferah v embalaznih enotah 8 dni pri
temperaturi (4 £1) °C; kont, meso pis¢ancev krmljenih brez dodanega lanenega semena; n-3, meso
piS¢ancev, krmljenih z dodanim mletim lanenim semenom; WF-1CO,, zavijanje v za zrak prepustno
folijo, 21 % O,, <1 % CO,, 78 % N,; MAP-hCO,, 20 % O,, 30 % CO;,, 50 % N,; MAP-hO,, 80 % O,
20 % CO,; MAP-10,, <1 % 05, 25 % CO,, 74 % N,

Figure 21: Differences in lightness (AL") and chroma (AC”) of raw chicken patties, n-3 enriched and
control, stored under different package atmosphere compositions and 8 days at temperature of
(4 £1) °C. Cont, meat from chicken fed with a diet containing no flaxseed; #-3, meat from chicken fed
with a diet containing ground whole flaxseed; WF-1CO,, air-permeable wrapping, 21 % O,, <1 % CO,,
78 % Ny; MAP-hCO,, 20 % O3, 30 % CO, 50 % N,; MAP—hO,, 80 % O,, 20 % CO,; MAP-10,;, <1 %
02,25 % CO,, 74 % N,

Barva obicajnih in n-3-obogatenih sekljancev, zavitih v za zrak prepustno folijo (WF-1CO,:
21 % Os, <1 % CO) po osmih dneh skladiS¢enja na povrSini postane bolj 'Zivahna' in svetla
(slika 21) v primerjavi z obi¢ajnimi sekljanci skladis¢enimi pri veliko CO, (MAP—hCO,:
20 % O,, 30 % CO,). Obseznejse oblikovanje MbO, (svetlordece, cesnjevo rdece barve) na
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povrsini mesa, pakiranega v zracno prepustne folije pri nizkih temperaturah skladis¢enja
opisujejo tudi Kizilirmak in sod. (2011). Se ve¢, pakiranje in skladi¢enje sekljancev pri $e
vecjih koncentracijah O, (MAP—hO;: 80 % O,, 30 % CO;) znalilno spremeni barvo na
povrsini, v primerjavi z MAP—hCO, postane svetlejSa. Nasprotno pa barva na povrSini
sekljancev v enotah z malo O, (<1 % O, 25 % CO,), kot je MAP—10,, barva postane bolj
bleda (n-3—obogateni, AL", 3,00 vs. 2,83) ali pa bolj siva in globoka (obicajni, AL", -0,30
vs. -0,11) v primerjavi z MAP—hCO; (slika 21, L*ref), zaradi majhne koli¢ine zaostalega O, v
embalaznih enotah. TemnejSa barva zaradi majhne koncentracije O, je pricakovana, ker
malo ali pa ni¢ O, obi¢ajno povzroca, da barvilo preide v dezoksigenirano obliko,
dezoksimioglobin (Belcher, 2006).

Vrednotenje senzori¢nih lastnosti

V okviru vrednotenja senzori¢nih lastnosti smo se osredotocili predvsem na vpliv dodatka
ekstrakta brinovih jagod, ¢asa skladis¢enja, nacina toplotne obdelave, n-3—obogatitve in
sestave atmosfere pakiranja na poslabSanje barve, vonja in arome ter pojav Zarkosti in
arome WOF. Tako smo tudi s senzori¢nim vrednotenjem potrdili ugotovitve kemijskih
analiz, ki kaZejo na oksidativne procese.

V primeru mariniranih mini filejev je prislo do pojava izrazito tuje in neznacilne arome, ki
so jo preskusevalci opisovali kot aromo »po rozah«, po brinu oz. kot grenko aromo, in je
povezana z dodatkom ekstrakta brinovih jagod. To je bilo najmocneje zaznati v primeru
vezave ekstrakta na olje. Zelo podoben je bil negativen ucinek olja kot nosilca ekstrakta tudi
v primeru pojava tujih vonjev, eprav ta vpliv ni bil tako izrazit.

Pokazalo se je, da ima pri sekljancih najvecji vpliv na poslabSanje senzori¢nih lastnosti
predvsem sestava atmosfere, medtem ko je vpliv n-3—obogatitve manjsi.

V primeru ocenjevanja barve sekljancev smo celo ugotovili, da se barva presnih obic¢ajnih
sekljancev poslabsa (>0 tock) v vecjem obsegu kot pri n-3—obogatenih vzorcih
(» <0,0001). Nasprotno trdijo Azcona in sod. (2008), ki niso zasledili razlik v barvi
kuhanega mesa prsi in beder (srediS¢na temperatura, (75+2)°C), pridobljenega iz
pis¢ancev, krmljenih na dva nacina (koruza/soja kot kontrola vs. krma z veliko vsebnostjo
son¢nicnih in lanenih semen z dostopom do cikorije), Eeprav je v barvi tretirane skupine bil
nekoliko povecan rumen odtenek in intenzivnost.

Najvecje poslabsanje barve povrSine presnih obic¢ajnih in n-3—obogatenih sekljancev po
osemdnevnem skladiS¢enju so preskusevalci opazili pri sekljancih skladiS¢enih pri majhnih
koncentracijah O, (MAP—10,). Tudi podatki iz literature potrjujejo nase ugotovitve, da vecje
koncentracije O, vedno vplivajo na boljSo sprejemljivost barve pri ocenjevalcih, kajti
karakteristi¢na rdeca barva mesa je posledica mesnega pigmenta v oksigenirani obliki (Lufio
in sod., 2006).

Pri sekljancih smo ugotovili, da razlina sestava atmosfere v embalazni enoti in n-3—
obogatitev piscan¢jega mesa vplivata znacilno na ocenjene deskriptorje arome in vonja.
Med oksidativnim razpadom n-3 MK nastajajo razline hlapne sestavine, ki jih lahko
opiSemo z izrazom po ribah (vonj) in tuje arome, ki so znaCilne za meso pisCancev
krmljenih z n-3 MK (Rymer in Givens, 2005). Zato smo pri¢akovali, da bodo preskusevalci
v tej Studiji zaznali bolj izrazeno Zarkost in tuje arome v n-3—obogatenih sekljancih. Tuje
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arome so preskusevalci opisovali z izrazi, kot so kislo ali pokvarjeno v obicajnih sekljancih
oziroma rahlo po lanenem olju ali ribah pri n-3—obogatenih sekljancih, kar je lahko
posledica peroksidacije VNMK (Woods in Fearon, 2009).

Aromo po postanem (WOF) so preskusevalci vrednotili na pecenih sekljancih, vrednosti so
bile rangirane med 0 in 1,5, kar ustreza izrazu 'ni izraZena' do 'rahlo izraZena'. Ceprav so bili
indikatorji oksidacije lipidov (TBK) v pecenih n-3—obogatenih sekljancih znacilno vecji kot
pri obicajnih sekljancih pa preskusevalci niso zaznali razlik v aromi po postanem.
Ugotovitev je v nasprotju s predpostavkami Wilsona in sod. (1996), ki so porocali, da je
perutninsko meso s povecano vsebnostjo dolgoveriznih #n-3 VNMK bolj dovzetno za razvoj
arome WOF in da je ta aroma posledica oksidacijskih procesov v toplotno obdelanem mesu
ze med kratkotrajnim skladisCenjem v hladilniku. Nekoliko bolj je aroma WOF prisla do
izraza v primeru mariniranih mini filejev, in sicer v primeru uporabe olja kot nosilca To
pomeni, da je bil bistveno bolj pomemben predvsem vpliv nosilca, medtem ko ni bilo
zaznati bistvenih razlik med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi mini fileji.

WOF je nekoliko bolj prisla do izraza pri mariniranih mini filejih, ¢eprav tudi v tem primeru
ni bila mocno izrazena. Jakost WOF arome se je s ¢asom skladiS¢enja praviloma nekoliko
povecala. Najbolj izrazito poslabsanje je bilo zaznati v primeru kontrolne marinade brez
dodanega ekstrakta, kar kaze na njegov pozitiven ucinek. Pri tem velja, da naCin toplotne
obdelave pomembno vpliva (p < 0,001 in p < 0,01) na pojav WOF arome, saj je bila pri vseh
marinadah najbolj izraZzena pri peCenju v pecici, najmanj pa pri pe¢enju na zaru. To je
povezano predvsem s Casom in temperaturo toplotne obdelave, saj vi§ja temperatura in
krajsi ¢as, kar doseZzemo pri pecenju na zaru, upocasnita oksidacijske procese, saj se pri tem
zniza aktivacijska energija za oksidacijo in tako je ovirana pretvorba hidroperoksida v proste
radikale, ki stimulirajo oksidacijske procese (Bastida in sod., 2009). Izkazalo se je, da
nosilec ekstrakta vpliva na WOF, medtem ko ni bilo zaznati bistvenih razlik med obicajnimi
in n-3—obogatenimi mini fileji.

Poslabsanje vonja in arome ter prisotnost zarkosti so bili najbolj zaznani v sekljancih,
pakiranih v atmosfero z veliko O, (MAP-hO; in WP-ICO,) najmanj pa v sekljancih,
pakiranih v atmosfero z majhno koncentracijo O, (MAP-10;,), ne glede na to, ¢e so bile to
obic¢ajni ali n-3—obogateni sekljanci. Velja poudariti, da je senzori¢ni panel ugotovil vecje
poslabSanje senzori¢nih lastnosti #-3 kot pa obicajnih sekljancev, predvsem pri senzori¢ni
oceni zarkosti. Pri n-3—obogatenih sekljancih v atmosferi z veliko O, (MAP-hO;) so
preskuSevalci zarkost ocenili z 2,4, kar je ekvivalent izrazu 'srednje (bolj) izrazena' do
'mocno izrazena'. Rezultati v nasi Studiji, vezani na deskriptorje arome, Se posebej za
zarkost, so skladni z ugotovitvami Valencia in sod. (2006), ki so potrdili, da se splosna
sprejemljivost poslabsa s povecanjem vsebnosti #-3 VMNK v mesnih izdelkih. Nasprotno
pa Betti in sod. (2009b) niso ugotovili znacilnega vpliva dodatka lanenega semena v krmo
piS€ancev na aromo n-3—obogatenih mesnih izdelkov, kar se je potrdilo tudi v nasem
primeru mariniranih mini filejev. V tem primeru je bil ¢as skladiSc¢enja dokaj kratek, zato
zarke arome prakti¢no ni bilo mozno zaznati v nobenem primeru, kljub temu da smo s
predhodnimi kemijskimi analizami pokazali, da oksidacijski procesi ze potekajo (povecan
TBK, tvorba OH). Manjsa odstopanja so se pojavila le v primeru uporabe olja kot nosilca.
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5.1.4 Heterocikliéni aromatski amini

Nekatere raziskave so pokazale tudi povezavo med oksidacijo lipidov in tvorbo HAA, saj
naj bi se produkti oksidacije na razli¢ne nacine vkljucevali v Maillardovo reakcijo, preko
katere se tvorijo HAA (Farmer in Mottram, 1990; Faulkner, 1994; Johansson, 1995). To so
potrdili tudi Zamora in sod. (2013) z modelnim poskusom.

V nasem poskusu smo tako spremljali tvorbo produktov oksidacije preko Stevila TBK in
vsebnosti OH ter istoCasno koli¢ino nastalih HAA. 1z dobljenih rezultatov domneve, da
povecan obseg oksidacije lahko privede do povecane tvorbe HAA, ne moremo v celoti
potrditi. V primeru mariniranih mini filejev se namre¢ na zadnji (deveti) dan skladis¢enja
tvori celo najmanj HAA, medtem ko sta Stevilo TBK in vsebnost OH takrat najvecja. Izjema
v tem primeru je pecenje na zaru, kjer se koli¢cina HAA povecuje s ¢asom skladis¢enja,
vendar tu predvidevamo, da prevladuje vpliv nacina toplotne obdelave, bolj kot cas
skladis¢enja.

Pri komercialnih sekljancih smo prisli do podobnih ugotovitev, kjer tudi ne moremo potrditi
pozitivne povezave med oksidacijskimi procesi in tvorbo HAA, saj je tudi v tem primeru
prislo do ravno nasprotnega uc¢inka. Kot je razvidno iz slike 22 se je najvecja koli¢ina HAA
tvorila pri sekljancih, ki so bili pakirani v atmosfero z najmanjSo koncentracijo O,, najmanj
pa pri tistih, ki so bili pakirani v atmosfero z najvecjo koncentracijo O,, kar je ravno
nasprotno s tvorbo oksidacijskih produktov.

Dejstvo, ki Se dodatno ovrze morebitno povezanost med oksidacijskimi procesi in tvorbo
HAA je tudi to, da n-3—obogatitev oz. povecan delez VNMK v nasem primeru bistveno ne
vpliva na povecano tvorbo HAA kot se je to pokazalo pri Stevilu TBK in koli¢ini OH.

Izkazalo se je celo nasprotno, koli¢ina skupnih HAA je bila pri n-3—obogatenih vzorcih v
vecini primerov celo manjsa kot pri obicajnih. Ta pojav lahko razlozimo z dejstvom, da ima
n-3—obogateno meso, zaradi dodatka organskega selena v krmo teh zivali, ve¢jo sposobnost
za vezanje vode, kar zmanjSuje moznost nastanka HAA. Druga mozna razlaga za ta pojav je
lahko tudi nekoliko vecji delez skupnih mascob v n-3—obogatenih vzorcih, Ceprav vpliv
mascobe na tvorbo HAA ni Se popolnoma pojasnjen in prihaja do nasprotujocih si
rezultatov. Hwang in Ngadi (2002) razlagata, da vecji delez mascobe pomeni manjsi delez
drugih komponent, med drugim tudi prekurzorjev HAA, kar zmanjSuje tvorbo HAA.
Inhibitorni uc¢inek masc¢ob na tvorbo HAA pa lahko razlozimo tudi z dejstvom, da je
mascoba bolj uinkovit medij za prenos toplote, kar skrajSa Cas toplotne obdelave in
posledicno tudi manj HAA (Alaejos in Afonso, 2011). Na drugi strani pa se pojavljajo
podatki, ki kazejo ravno nasprotno in to povezujejo predvsem s tvorbo prostih radikalov, ki
vplivajo na potek Maillardove reakcije in s tem na povecano tvorbo HAA (Skog in sod.,
1998). Poleg tega se je pokazalo, da je bil u¢inek dodanega ekstrakta na tvorbo HAA vecji v
primeru n-3—obogatenih vzorcev.

Skozi vse opravljene poskuse se je pokazalo, da sta zelo pomembna faktorja pri tvorbi HAA
tudi nacin toplotne obdelave ter vrsta izbranega nosilca oz. dodatek ekstrakta. Podobno kot
ugotavljajo Stevilni avtorji (Shin, 2005; Gasperlin in sod., 2009; Liao in sod., 2010) se je
tudi v naSem primeru znacilno najve¢ HAA tvorilo pri peCenju na zaru v primerjavi s
pecenjem v pecici in pecici IR. Pri peCenju na Zaru je namre¢ povrSina mesa in s tem
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prekurzorji HAA v neposrednem stiku z grelno plosco. V tem primeru se vsebnost vode na
povrsini zmanjSa, nasprotno pa se poveca koncentracija kreatina, glukoze in prostih AK in
posledi¢no se HAA skoncentrirajo na povrsini mesa (Jégerstad in sod., 1998). Potrdili smo
tudi ugotovitve Oz in sod. (2010), da se koli¢ina HAA povecuje tudi s stopnjo pecenosti.
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Slika 22: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-3—obogatitev) na
vsebnost oksidov holesterola (OH), heterociklicnih aromatskih aminov (HAA) in TBK
pis¢andjih sekljancev, skladiS¢enih 8 dni pri temperaturi (4 £1) °C, glede na atmosfero v
embalaznih enotah (MAP-10, — <1% O, MAP-hCO; - 20% O,, WF-ICO; - 21% O, in
MAP-hO,; - 87% O,)

Figure 22: Effect of diet (n-3 enrichment) on content of cholesterol oxides (COPs) and
heterocyclic amines (HAAs), and TBARs of chicken patties, stored 8 days at (4 £1) °C, with
respect to package-atmosphere condition (MAP-10, — <1% O,, MAP-hCO; — 20% O,,
WF-1CO; - 21% 0O,, and MAP-hO, - 87% O,)

V sklopu II in III smo podrobno proucevali tudi vpliv izbranega nosilca ekstrakta ter
ekstrakta in pri tem dobili nekoliko nasprotujoce si rezultate. Dejstvo je, da gre za dva
popolnoma loc¢ena in neodvisna poskusa, kjer so pogoji tezko primerljivi, vendar kljub temu
lahko potegnemo dolo¢ene povezave med njimi.

Tako se je v primeru sekljancev pecenih na Zaru (sklop II) izkazalo, da ima dodatek
razli¢nih ekstraktov v vecini primerov pozitiven u€inek na zmanjsano tvorbo HAA glede na
kontrolo, in sicer pri obeh uporabljenih nosilcih ekstraktov (Skrob, sol). Nasprotno pa tega
ne moremo trditi v primeru mariniranih mini filejev, saj se je pri enakem postopku toplotne
obdelave (zar), uporabi istega nosilca ter dodatku ekstrakta koli¢ina skupnih HAA glede na
kontrolo celo povecala. Pri tem moramo upostevati, da imamo dve popolnoma razli¢ni
strukturi matriksa (sekljance in cel kos mesa), v katerih se o€itno spremeni tudi funkcija
posameznega nosilca.
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Slika 23: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-3—obogatitev) in
vrste noslica ekstrakta brinovih jagod na vsebnost oksidov holesterola (OH), heterocikli¢nih
aromatskih aminov (HAA) in TBK mariniranih pi§¢an¢jih mini filejev, skladiscenih 9 dni pri
temperaturi (4 £1) °C in pecenih na dvoplos¢nem Zaru (T = 82 °C)

Figure 23: Effect of diet (n-3 enrichment) and different plant extract carriers on content of
cholesterol oxides (COPs) and heterocyclic amines (HAs), and TBARs of marinated chicken
inner fillets, stored 9 days at (4 1) °C and thermally treated on two-plated grill (T; = 82 °C)

Zelo zanimivi so predvsem rezultati dobljeni v primeru uporabe Skroba kot nosilca, saj v
sklopu II, ko imamo sekljance, dobimo popolnoma nasprotne rezultate kot v sklopu III, kjer
smo uporabili cele kose mesa. Najverjetnejsi razlog za ta pojav je v tem, da v razdetem
mesu (sekljanci) se skrob »vgradi« v razdeto strukturo mesa in ustvari nekak$no mrezo, ki
uspesno zadrzuje vodo v notranjosti. To posledicno pomeni manjsi prenos prekurzorjev
HAA na povrSino in zmanjSano tvorbo HAA. V tem primeru pride do izraza tudi ucinek
dodatnega ekstrakta, saj se vsebnost HAA glede na kontrolo povsod zmanjsSa. Popolnoma
nasprotno pa se zgodi v primeru nerazdetega mesa (mini file), kar je verjetno posledica
koncentriranja Skroba na povrsSini kosa mesa. To posledicno pomeni povecano tvorbo HAA,
saj Skrob lahko opredelimo kot vir prekurzorjev HAA. Ta pojav je posebej izrazit pri
pecenju na Zaru, kjer gre za neposreden stik povrSine z razgreto plos€o zara. V tem primeru
se koli¢ina HAA ob dodatku ekstrakta brinovih jagod precej poveca glede na kontrolo (slika
23).

Izkazalo se je, da je u¢inek dodanega ekstrakta moc¢no odvisen predvsem od kombinacije
nacina toplotne obdelave in nosilca ekstrakta, kar lahko potrdimo tako v primeru uporabe
Skroba kot tudi olja kot nosilca. Tako je ucinek ekstrakta vezanega na Skrob pri pecenju v
pecici in pecici IR popolnoma nasproten od pecenja na zaru. Podobno velja v primeru
uporabe olja kot nosilca, kjer se kolicina HAA pri peCenju v pecici in pecici IR poveca glede
na kontrolo, nasprotno pa zmanjSa pri pecenju na zaru. To lahko razlozimo s tem, da olje
omogoci hitrejsi prenos toplote, kar je klju¢no pri pecenju na zaru, kjer imamo neposreden
kontakt. To pomeni krajsi ¢as toplotne obdelave ter boljsi u¢inek ekstrakta.
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5.2 SKLEPI

Na osnovi rezultatov raziskave lahko zaklju¢imo:

profili fenolnih spojin izbranih rastlinskih ekstraktov se razlikujejo;

noben izmed uporabljenih etanolnih rastlinskih ekstraktov (1 % raztopina) ni pokazal
citotoksi¢ne oz. genotoksi¢ne aktivnosti na testnem celicnem modelu humanega
hepatoma (HepG2 celice);

n-3—obogateno piscancje meso oz. sekljanci vsebujejo znacCilno vecji delez veckrat
nenasicenih mascobnih kislin (VNMK) v primerjavi z obi¢ajnim mesom oz. sekljanci;
Stevilo tiobarbiturne kisine (TBK) je pri n-3—obogatenih sekljancih povprec¢no do 68 %
vecje kot pri obi¢ajnih, nasprotno pri mini filejih vpliv n-3—obogatitve TBK ni znacilen;
dodatek ekstrakta brinovih jagod znacilno zmanjsa Stevilo TBK pri obi¢ajnem in n-
3—obogatenem presnem piscancjem mesu, najbolj izrazito v primeru vezave ekstrakta na
sol oz. skrob, pri olju deluje prooksidativno;

toplotna obdelava povzro€i povecanje stevila TBK (pecenje na zaru<pecica=IR);

majhne koncentracije O, v embalaznih enotah pri¢akovano preprecujejo povecanje
Stevila TBK, najbolj u¢inkovito pri n-3—obogatenih komercialnih sekljancih in uporabi
olja kot nosilca rastlinskega ekstrakta v primeru mariniranih mini filejev;

n-3—obogatitev pis¢an¢jega mesa v primerjavi z obiajnim mesom bistveno poveca
tvorbo oksidov holesterola (OH);

na sploSno dodatek ekstrakta brinovih jagod, vezan na razli¢ne nosilce, po petdnevnem
skladiS¢enju zmanjSa, po devetdnevnem pa poveca tvorbo OH; uporabljeni nosilci pri
razli¢nih pogojih razli¢no prispevajo k nastanku OH (Skrob<sol<olje)

na presnih mini filejih in toplotno obdelanih komercialnih sekljancih, pakiranih v
atmosfero s relativno veliko koncentracijo O, (20 vs. 80%) se je oblikovalo bistveno ve¢
OH kot v vzorcih, pakiranih v atmosfero z majhno koncentracijo O, (< 0,1 %);

dodatek ekstrakta brinovih jagod vezanega na olje povzroci pojav tujih arom po toplotni
obdelavi mini filejev, hkrati pa prepreci nastanek arome po pogretem;

pri komercialnih sekljancih smo ugotovili pozitivno povezavo med Stevilom TBK in OH
(r=0,68");

z vidika zaviranja oksidacijskih procesov sklepamo, da je kot nosilec ekstrakta najbolj
primeren Skrob, pakiranje v atmosfero z majhnimi koncentracijami O,, ter med postopki
toplotne obdelave pecenje na zaru;

n-3—obogatitev piS€an¢jega mesa v primerjavi z obiajnim mesom zmanjSa nastanek
heterociklicnih aromatskih aminov (HAA) po toplotni obdelavi, vendar razlike niso
statisti¢no znacilne;

nacin toplotne obdelave in stopnja pecenosti vplivata na tvorbo HAA; znacilno najvec
HAA se tvori pri pe€enju na Zaru in stopnji pecenosti do srediS¢ne temperature 95 °C;

na splo$no vecina dodatkov rastlinskih ekstraktov v meso zmanjSa tvorbo HAA po
toplotni obdelavi, pri tem je zelo pomemben vpliv matriksa (integralni kos mesa vs.
razdeto meso), nacina toplotne obdelave (Zar, pecica, pecica IR) ter nosilca ekstrakta
(sol, olje, skrob)

po toplotni obdelavi komercialnih sekljancev, pakiranih v atmosfero s koncentracijo O,
okoli 80 %, se je oblikovalo 2,8-krat manj HAA kot pri sekljancih, pakiranih v
atmosfero z najmanjSo koncentracijo Oz (< 0,1 %);
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— z vidika zaviranja nastanka HAA sklepamo, da je kot nosilec ekstrakta najbolj primeren
skrob, pakiranje v atmosfero z velikimi koncentracijami O,, ter med postopki toplotne
obdelave pa pecenje v pecici in pecici IR.
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6 POVZETEK

Dejstvo je, da se je v zadnjem obdobju v skrbi za bolj zdravo Zivljenje med potro$niki zelo
povecalo zanimanje za uzivanje zivil bogatih z n-3 VNMK, saj je bilo ze veckrat dokazano,
da imajo le-te pozitivne ucinke na ¢loveski organizem. Na drugi strani pa imajo to slabost,
da so zelo podvrzene oksidacijskim procesom in v skladu s predhodnimi raziskavami smo
pricakovali povecano stopnjo oksidacije pri n-3—obogatenem mesu. Hidroperoksidi in ostali
prosti radikali, ki se generirajo med oksidacijo VMNK naj bi bili ob tem odgovorni tudi za
iniciacijo oksidacije holesterola in s tem tvorbo oksidov holesterola (OH), ki dokazano z in
vitro in in vivo poskusi delujejo citotoksi¢no, mutageno in celo karciongeno, ter jih tako
povezujejo z razvojem sodobnih civilizacijskih bolezni, kot so ateroskleroza in razna rakava
obolenja (Souza in Silva, 2006; Hur in sod., 2007). Nekatere raziskave so pokazale celo
povezavo med oksidacijo lipidov in tvorbo mutagenih in karcinogenih heterocikli¢nih
aromatskih aminov (HAA). Lipidi in njihovi produkti oksidacije se namre¢ na razli¢ne
nacine lahko vklju¢ujejo v Maillardovo reakcijo (Farmer in Mottram, 1990) in na tak nacin
z interakcijami vplivajo na tvorbo HAA v mesnih proizvodih (Faulkner, 1994; Johansson,
1995). Znano je, da sam proces oksidacije lipidov, poleg tvorbe zdravju Skodljivih
produktov, povzro€i tudi negativne spremembe senzori¢nih lastnosti, predvsem barve in
arome, ki klju¢no vplivata na potrosnikovo odlocitev za nakup proizvoda.

Zato smo za cilj naSe Studije izbrali vrednotenje vpliva dodatka rastlinskih ekstraktov v
kompleksne matrikse, kot je meso oz. sekljanine, na zmanjSanje tvorbe omenjenih zdravju
Skodljivih komponent, ki nastanejo med skladisS¢enjem svezega mesa v razli¢nih aerobnih
pogojih (produkti oksidacije lipidov) in med razliénimi postopki toplotne obdelave in
stopnjami pecenosti mesa (HAA). Znano je, da imajo rastlinski ekstrakti antioksidativne
lastnosti, ki se zmanjSajo ob uporabi neustreznega nosilca. Dodaten poudarek Studije je tudi
vrednotenje vpliva obogatitve pis¢an¢jega mesa z n-3 VNMK na vse opazovane fizikalno-
kemijske in senzori¢ne parametre.

Eksperimentalni del je potekal v ve¢ sklopih, v okviru katerih smo opravili ekstrakcijo in
karakterizacijo rastlinskih ekstraktov, dolo¢ili mas¢obnokislinsko sestavo pis€ancjega mesa
in njegovo oksidativno stabilnost (Stevilo TBK) ter vsebnost nastalih OH in HAA v
pripravljenih piS¢ancjih sekljancih in mariniranem pis¢an¢jem mesu pri dolocenih pogojih
skladi$¢enja in toplotne obdelave.

Vsebnost skupnih fenolnih spojin v rastlinskih ekstraktih smo doloc¢ili z metodo Folin-
Ciocalteu, posamezne fenolne spojine pa z LC-MS/MS. Citotoksi¢nost in genotoksi¢nost
etanolnih rastlinskih ekstraktov smo dolo¢ili s testi MTT, MTS in komet. Osnovno kemijsko
sestavo (vsebnost vode, beljakovin, skupnih mineralnih snovi in mas¢ob) smo izmerili z
aparatom FoodScan™ Meat Analyser, ki deluje na principu NIR spektrometrije.
Mascobnokislinsko sestavo piS¢ancjega fileja in komercialnih sekljancev smo dolocili z
metodo, modificirano po Parku in Goinsu (1994) ter objavljeno v Polak in sod. (2008). HAA
smo analizirali z ekstrakcijo s trdno fazo (SPE) ter tekoCinsko kromatografijo in masno
spektrometrijo (LC-MS) po metodi Polak in sod. (2009). Za dolocanje Stevila TBK smo
uporabili modificirano ekstrakcijsko metodo, ki so jo opisali Witte in sod. (1970). Za
dolocanje vsebnosti OH v vzorcih smo uporabili metodo po Penko in sod. (2015),
sestavljeno i1z hladne saponifikacije, ekstrakcije, postopka SPE in doloanja OH s
tekocinsko kromatografijo s tandemskim masnim spektrometrom (LC-MS/MS). Meritve
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sestave atmosfere v embalaznih enotah smo opravili z napravo OXYBABY® V (WITT
Gasetechnik GmbH & Co. KG, Avstrija). Barvo povrSine vzorcev smo dolocili
instrumentalno s kromametrom Minolta CR 400 (Minolta, Japonska) in sistemom, ki barvo
podaja v treh koordinatah (L*, a in b*). Senzori¢no vrednotenje smo opravili s testom
tockovanja lastnosti iz skupine deskriptivnih analiz z strukturirano to¢kovno lestvico (Golob
in sod., 2005). Rezultate analiz smo statisticno obdelali z raCunalniskim programom SAS.

Na osnovi rezultatov lahko zaklju¢imo, da se profili fenolnih spojin izbranih rastlinskih
ekstraktov razlikujejo in da noben izmed uporabljenih etanolnih rastlinskih ekstraktov ne
izkazuje citotoksiCnosti o0z. genotoksi¢nosti na testnem celicnem modelu humanega
hepatoma (HepG2 celice). Potrdili smo hipotezo, da n-3—obogateno piscancje meso 0z.
sekljanci vsebuje znacilno vecji delez VNMK v primerjavi z obi¢ajnim mesom oz. sekljanci.
n-3—obogatitev je povzrocila povecano tvorbo malondialdehida (povecanje Stevila TBK) in
OH, in praviloma zmanjsanje nastalih HAA (neznacilno) po toplotni obdelavi v primerjavi z
obicajnim mesom. Ve€ina dodatkov rastlinskih ekstraktov v meso zmanjSa tvorbo HAA po
toplotni obdelavi, pri ¢emer je potrebno upostevati vpliv matriksa (integralni kos meso vs.
razdeto meso), nacina toplotne obdelave (zar, pecica in pecica IR) ter nosilca ekstrakta (sol,
olje in Skrob). Z vidika zaviranja oksidacijskih procesov smo ugotovili, da je kot nosilec
ekstrakta najbolj primeren Skrob, pakiranje v atmosfero z majhnimi koncentracijami O,, ter
med postopki toplotne obdelave pecenje na zaru. Dodatek ekstrakta brinovih jagod znacilno
zmanjSa Stevilo TBK in OH po devetdnevnem skladiS¢enju, z izjemo olja kot nosilca
ekstrakta. Nacin toplotne obdelave in stopnja pecenosti pa razlicno vplivata na Stevilo TBK
in tvorbo HAA; znalilno najmanj malondialdehida (manjsSe Stevilo TBK) in nasprotno
najve¢ HAA se tvori pri peenju na zaru, pri pecenju v pecici in pecici IR pa priblizno
enako. SkladiS¢enje piS€an¢jega mesa in sekljancev v izrazito aerobnih pogojih (O, med
20 % in 80 %) poveca Stevilo TBK in vsebnost skupnih OH ter bistveno zmanjSa vsebnost
HAA po toplotni obdelavi v primerjavi z majhno koncentracijo O, (< 0,1 %). Hkrati pa se v
takih pogojih poslabsajo senzori¢ni parametri, ki kazejo na oksidacijske procese (pojav
zarke in postane arome).
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6.1 SUMMARY

Modern consumers require nutritional food with functional properties. One of these
possibilities is the inclusion of meat enriched with n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs)
in the human diet. It is well known that n-3 PUFA consumption have positive effects on
human body. However, oxidation is a major cause of deterioration of n-3-enriched meat, this
is reason why we expect an increased degree of oxidation. During the oxidation of PUFAs
some hydroperoxide and other free radicals are generated, which are responsible for the
initiation steps of the cholesterol oxidation and formation of cholesterol oxides (COPs).
These COPs are known to have a wide range of adverse biological effects, which include
cytotoxicity, mutagenesis, carcinogenesis, and especially atherogenesis (Souza and Silva,
2006; Hur et al., 2007). Some studies have been shown a link between lipid oxidation and
the formation of mutagenic and carcinogenic heterocyclic aromatic amines (HAA). Lipids
and their oxidation products may be in different ways involved in Maillard reaction (Farmer
and Mottram, 1990), namely in this way they affect the formation of HAA in meat products
(Faulkner, 1994; Johansson, 1995). It is known that the lipid oxidation arises the negative
effect on sensory attributes (especially the colour and flavor) and the nutritional value, and it
might also result in the production of toxic compounds, all that have crucial impact on the
consumer's decision to purchase the product.

Therefore, aim of this study was to examine the effect of the plant extracts addition in
complex matrixes (meat/patties, conventional or n-3—enriched) to reduce the formation of
harmful components that occur during storage of fresh meat in various aerobic conditions
(products oxidation of lipids: thiobarbituric acid-reactive substances, TBARs, and
cholesterol oxides, COPs) and different types of thermal treatment/doneness of meat
(heterocyclic aromatic amines, HAA). The effect of plant extract addition may be reduced if
they are not bounded to an appropriate carrier. Another focus of the study is also evaluation
of mn-3—enrichment of chicken meat on all observed physicochemical and sensory
parameters. None of the studies conducted so far have observed the impact of n-
3—enrichment on HAA formation, which is a significant contribution to the development of
science.

The experiment was carried out in several sections, within which we have performed the
extraction and characterization of plant extracts, determined the fatty acid composition of
chicken meat and its oxidative stability (TBARs), as well as the content of COPs and HAA
in the prepared chicken patties and marinated chicken meat under certain conditions of
storage and heat treatment.

The content of total phenolic compounds of the selected plant extracts were determined by
the method of Folin-Ciocalteu method and individual phenolic compounds by LC-MS/MS,
cytotoxicity and genotoxicity of them were checked by MTT, MTS and Comet test. The
basic chemical composition of chicken meat and commercial patties (content of water,
protein and fat) were measured by near-infrared (NIR) spectroscopy (FoodScanTM Meat
Analyser). The FA composition of the samples was determined by gas chromatography
(GC). The method used was in situ transesterification (Park and Goins, 1994), as modified
by Polak et al. (2008). HAA was analysed by solid phase extraction (SPE) and liquid
chromatography and mass spectrometry (LC-MS) according to the method of Polak et al.
(2009). The TBARs were determined using a modified extraction method described by
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Witte et al. (1970). For the determination of individual and total content of COPs was used
method of Penko et al. (2015), consisting of cold saponification, extraction, the process of
the SPE and COPs determination by liquid chromatography with tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS). A mobile gas analyser for the testing of modified atmospheres in food
packages (OxyBaby V; Witt-Gasetechnik GmbH & Co.KG, Austria) was used to determine
the gas compositions in the packages under each of the package-atmosphere conditions, as
% 0O:and % CO.. A CR 200b colorimeter (Minolta; Illuminant C, 0 viewing angle) was used
to determine the Comission Internationale de 1’Eclairage (CIE; International Commission on
[lumination) L* (lightness), a" (red to green) and b (yellow to blue) values on the surface of
the raw chicken meat or patties. On the basis of a preliminary tasting, for the purpose of the
evaluation, the panel decided in favour of one and applied the analytical descriptive test
(Golob et al., 2005). The analysis was performed by scoring the sensory attributes according
to a scale from 0 to 4 or 0 to 7, respectively. The results of the analysis were statistically
analysed by a statistical program SAS.

Based on the results we can conclude that the selected plant extracts discriminate according
to their phenolic profile and that none of the ethanolic plant extracts does not show
cytotoxicity or genotoxicity in tumor cells HepG2. We have confirmed the hypothesis that
n-3-enriched chicken meat or patties contain significantly higher proportion of PUFA
compared to conventionally produced meat or patties. n-3—enrichment has resulted in
increased formation of TBARs and COPs, and decreased formation of HAA (insignificant)
after heat treatment compared to conventionally produced meat. Also the addition of the
majority of plant extracts in the meat significantly reduce the HAA formation after the heat
treatment, depending on matrix (an integral piece of meat vs. minced meat), type of heat
treatment (grill, oven, and infrared oven), and carriers of the extract. With regard to
inhibition of oxidation processes, we found that the most suitable carrier for the extracts is
starch, packing in an atmosphere with low concentrations of O,, and grilling as thermal
treatment. The addition of juniper berries extract significantly reduces TBARs and COPs
content after 9 days of storing, with the exception of oil-carrier of the extract. TBARs and
content of formed HAA depends on type of heat treatment and degree of doneness;
generally, the highest content of HAA and vice versa the lowest TBARs are formed during
grilling, values formed during baking in the oven and IR oven are approximately the same.
Storage chicken meat and patties in oxygen rich conditions (O,, between 20% and 80%)
increase the TBARs and content of total OH as well as significantly reduces content of HAA
after heat treatment compared with storage at low O, concentration (< 0.1%). At the same
time, in such conditions sensory parameters are deteriorated and indicate that the lipid
oxidation are in progress (occurrence of rancidity and warm-off flavours).
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PRILOGE

Priloga A: Sklop I: Karakterizacija rastlinskih ekstraktov

Annex A: Part I: Characterization of plant extracts

Priloga A.1: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu roZmarina (nabran
na obmocdju Kopra)

Annex A.1: The concentration of individual phenolic compounds (mg I'") in rosemary ethanol extract
(area of Koper)

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)
ROZ4  siringinska kislina 2,12

katehin 6,78

epikatehin 30,42

galokatehin 94,89

nepetrin 42,36

hesperidin 22,03

luteolin-3-glukuronid 67,78

rozmarinska kislina 118,62

Priloga A.2: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu roZmarina
(Kotanyi)
Annex A.2: The concentration of individual phenolic compounds (mg I'") in rosemary ethanol extract
(Kotanyi)

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)
ROZ2  siringinska kislina 3,92

katehin 15,67

epikatehin 56,27

galokatehin 175,56

nepetrin 156,75

hesperidin 40,75

luteolin-3-glukuronid 144,21

rozmarinska kislina 391,87

Priloga A.3: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu roZmarina
(Maestro)
Annex A.3: The concentration of individual phenolic compounds (mg1") in rosemary ethanol extract
(Maestro)

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)
ROZ3 siringinska kislina 3,70

katehin 11,82

epikatehin 53,06

galokatehin 165,55

nepetrin 162,59

hesperidin 38,43

luteolin-3-glukuronid 135,98

rozmarinska kislina 413,87
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Priloga A.4: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu lubja ¢rnega bora

(Vremscica)

Annex A.4: The concentration of individual phenolic compounds (mg I") in the bark of black pine

ethanol extract (Vrems¢ica)
Vzorec fenolna spojina

LB2

koncentracija v ekstraktu (mg/l)

protokatehinska kislina 173,05
katehin 90,95
epikatehin 37,73
astilbin 0,00

taksifolin 696,27

Priloga A.5: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu lubja rdecega bora
Annex A.5: The concentration of individual phenolic compounds (mg I'") in the bark of red pine ethanol

extract

Vzorec fenolna spojina

LB4

koncentracija v ekstraktu (mg/l)

protokatehinska kislina 209,35
katehin 124,71
epikatehin 15,85
astilbin 45,38
taksifolin 191,72

Priloga A.6: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu lubja zelenega

bora

Annex A.6: The concentration of individual phenolic compounds (mg I'") in the bark of green pine

ethanol extract

Vzorec fenolna spojina

LBS

koncentracija v ekstraktu (mg/l)

protokatehinska kislina 81,75
katehin 118,55
epikatehin 27,03
astilbin 53,26
taksifolin 478,89

Priloga A.7: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu lubja rdecega bora
Annex A.7: The concentration of individual phenolic compounds (mg I'") in the bark of red pine ethanol

extract

Vzorec fenolna spojina

LB6

koncentracija v ekstraktu (mg/l)

protokatehinska kislina 163,08
katehin 126,39
epikatehin 0,00
astilbin 0,00
taksifolin 2679,22
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Priloga A.8: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu grozdnih pesk
sorte Refosk

Annex A.8: The concentration of individual phenolic compounds (mg I'") in grape seed ethanol extract of
variety Refosk

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)

GP1 siringinska kislina 0,00
galna kislina 131,94
protokatehinska kislina 3,79
vanilin 0,57
katehin 727,32
klorogenska kislina 0,00
kofeinska kislina 0,42
epikatehin 550,88
rutin 0,00
elagi¢na kislina 2,30
p-kumarna kislina 21,15
salicilna kislina 3,75
kvercetin 0,00
luteolin 0,00
naringenin 0,00
galangin 0,00

Priloga A.9: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu jabol¢nih tropin
sorte Gloster

Annex A.9: The concentration of individual phenolic compounds (mg 1) in apple pomace ethanol
extract of variety Gloster

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)

T2 siringinska kislina 0,00
galna kislina 0,00
protokatehinska kislina 0,52
vanilin 0,00
katehin 0,00
klorogenska kislina 0,00
kofeinska kislina 0,00
epikatehin 2,17
rutin 0,84
elagic¢na kislina 0,00
p-kumarna kislina 0,00
salicilna kislina 0,00
kvercetin 0,93
luteolin 0,00
naringenin 0,00

galangin 0,00
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Priloga A.10: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu jabol¢nih tropin
sorte Mutsu

Annex A.10: The concentration of individual phenolic compounds (mg I"") in apple pomace ethanol
extract of variety Mutsu

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)

JT3 siringinska kislina 0,00
galna kislina 0,00
protokatehinska kislina 0,74
vanilin 0,00
katehin 0,00
klorogenska kislina 0,34
kofeinska kislina 0,00
epikatehin 0,00
rutin 0,69
elagi¢na kislina 0,00
p-kumarna kislina 0,00
salicilna kislina 0,00
kvercetin 0,00
luteolin 0,00
naringenin 0,00
galangin 0,00

Priloga A.11: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu grozdnih tropin
sorte Refosk

Annex A.11: The concentration of individual phenolic compounds (mg I'") in grape marc ethanol extract
of variety Refosk

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)

GT1 siringinska kislina 2,88
galna kislina 82,83
protokatehinska kislina 3,59
vanilin 0,84
katehin 260,23
klorogenska kislina 0,00
kofeinska kislina 0,66
epikatehin 182,42
rutin 0,27
elagic¢na kislina 1,87
p-kumarna kislina 14,45
salicilna kislina 9,14
kvercetin 0,00
luteolin 0,00
naringenin 0,00

galangin 0,00
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Priloga A.12: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu olj¢nih tropin
sorte Crnica

Annex A.12: The concentration of individual phenolic compounds (mgl”) in olive-pomace ethanol
extract of variety Crnica

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)

O0T2 siringinska kislina 95,30
galna kislina 3,15
protokatehinska kislina 0,80
vanilin 38,34
katehin 3,41
klorogenska kislina 0,00
kofeinska kislina 0,14
epikatehin 1,84
rutin 0,56
elagi¢na kislina 0,68
p-kumarna kislina 31,02
salicilna kislina 4,63
kvercetin 0,00
luteolin 25,80
naringenin 1,26
galangin 7,33

Priloga A13: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu oljénih tropin
sorte Belica

Annex A.13: The concentration of individual phenolic compounds (mg I'") in olive-pomace ethanol
extract of variety Belica

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)

OT1 siringinska kislina 233,88
galna kislina 0,00
protokatehinska kislina 1,79
vanilin 52,23
katehin 0,00
klorogenska kislina 0,00
kofeinska kislina 0,22
epikatehin 3,33
rutin 11,00
clagic¢na kislina 0,00
p-kumarna kislina 33,37
salicilna kislina 31,07
kvercetin 0,00
luteolin 59,85
naringenin 0,72

galangin 10,39



Penko A. Vpliv rastlinskih ekstraktov na zmanjSanje vsebnosti ...heterocikli¢nih aminov in oksidov holesterola... pis¢an¢jem mesu.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Priloga A.14: Koncentracija posameznih fenolnih spojin (mg/l) v etanolnem ekstraktu brinovih jagod
Annex A.14: The concentration of individual phenolic compounds (mg I") in juniper berries ethanol
extract

Vzorec fenolna spojina koncentracija v ekstraktu (mg/l)

BR4 siringinska kislina 0,00
galna kislina 4,85
protokatehinska kislina 1,37
vanilin 0,00
katehin 22,31
klorogenska kislina 0,50
kafeinska kislina 0,00
epikatehin 5,81
rutin 9,47
elagi¢na kislina 0,00
p-kumarna kislina 4,43
salicilna kislina 3,67
kvercetin 0,00
luteolin 0,78
naringenin 1,07
galangin 3,19
apigenin 2,50
kupreso flavon (cupresso flavone) 4,46
apigenin-7-glukozid 1,46
kvercetin-3-rutinozid 22,82

hipolaetin-7-pentozid 142,09
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Priloga B: Sklop II: Vezava rastlinskih ekstraktov na razli¢ne nosilce in njihov vpliv na tvorbo
HAA v pis¢ancjih sekljancih, obogatenih z n-3 VNMK

Annex B: Part II: Binding of plant extracts on various media and their influence on the
formation of HAA in chicken patties, enriched with n-3 PUFA

Priloga B.1: Vpliv nacina toplotne obdelave/doseZene srediS¢ne temperature in dodatka mletega
lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-3—obogatitev) na vsebnost (ug/kg) posameznih in skupnih
HAA v skorji toplotno obdelanih pis¢ancjih filejev
Annex B.1: Effects of type of thermal treatment/internal temperature and ground whole flaxseed
addition in chicken feed (n-3 enriched) on content (ug kg ") of individual and total heterocyclic amines
in surface layer of thermally treated chicken fillets

Obogatitev  obicajen n-3 Pe(SEM) | obi¢ajen n-3 pe(SEM) | obi¢ajen n-3 Pe(SEM)
Natin/HAA MelQ MelQx PhIP
IR/82°C 0,308 0,03  nz(0,30) | 1,19 1,12 nz(0,67) | 1,88% 0,23¢  nz(1,57)
IR/95°C 2,11%4 0,58 nz(1,69) | 7,55 5,54 nz(5,24) | 17,5134 519 nz(12,63)
pe&ica/82°C  0,00® 0,85 nz(0,85) |0,78 0,63 nz(0,62) | 1,30® 0,80¢  nz(0,78)
pe&ica/95°C  0,09% 0,00  nz(0,11) |2,38 1,94 nz(1,21) |1,56® 1,35 nz(1,04)
Jar/82°C 2,54%%  145%  nz0,51) |3,67 3,30 nz(0,71) | 17,81%% 12,92  nz(2,83)
zar/95°C 5,234 3,034 nz(2,28) | 7,07 4,15 nz(3,79) | 34,84* 28,69%  nz(12,00)
pro(SEM)  (1,79)  (0,54) nz(3,32) nz(2,57) "(10,40)  "(4,18)

4,8-DiMelQ 7,8-DiMelQ Harman
IR/82°C 0,04 0,01  nz(0,02) |0,01® 0,01 nz(0,01) | 0,16 0,10 nz(0,07)
IR/95°C 0,31 0,09  nz(0,27) |0,18" 0,09 nz(0,14) | 1,20 0,55 nz(0,81)
pe&ica/82°C 0,01 0,02°  nz(0,01) |0,03® 0,05 nz(0,03) | 0,44 0,36 nz(0,09)
petica/95°C 0,08 0,03®  nz(0,07) |0,09® 0,04 nz(0,04) | 2,05 2,66 nz(2,39)
7ar/82°C 0,34 0,25®  nz(0,07) |0,20® 0,17 nz(0,10) | 1,89 1,04 nz(0,63)
7ar/95°C 0,37 0,63  nz(0,41) |0,69* 0,29 nz(0,34) | 4,56 2,91 nz(3,40)
pro(SEM)  nz(0,28) (0,12) (0,222)  nz(0,09) nz(1,730) nz(1,42)

Norharman Glu-P-2 1Q
IR/82°C 0,10 0,06 nz(0,05) | 0,04" 0,03 nz(0,04) |0,02 0,01 nz(0,01)
IR/95°C 1,02 0,55 nz(0,69) |0,89%*  0,18®  nz(1,01) | 0,21 0,04 nz(0,20)
petica/82°C 0,64 0,54 nz(0,14) | 0,11® 0,09 nz(0,06) | 0,07 0,18 nz(0,13)
petica/95°C 2,55 3,97 nz(3,59) | 027%%  032°®  nz0,21) | 0,80 0,48 nz(0,74)
Jar/82°C 1,42 0,88 nz(0,37) | 1,19%%  0,75®  nz(0,31) | 0,34 0,14° nz(0,08)
7ar/95°C 3,79 2,40 nz(1,96) |2,37* 2,07 nz(1,20) |2,29 0,51 nz(1,42)
ps (SEM) nz(1,67) nz(2,03) nz(1,011) "(0,30) nz(0,988) nz(0,27)

1Qx AoaC vsota
IR/82°C 0,13%¢  0,125¢  nz(0,08) | 0,01 0,01 nz(0,01) | 3,86% 1,722 nz(2,67)
IR/95°C 1,37 1,344 nz(1,04) | 0,30 0,16 nz(0,20) | 32,64%* 1431  nz(23,32)
pe&ica/82°C  0,01¢ 0,01  nz(0,01) |0,01 0,01 nz(0,01) | 3,38® 3,538 nz(1,08)
pe&ica/95°C  0,195¢ 0,15 nz(0,10) | 0,05 0,03 nz(0,03) | 10,10® 10,96%  nz(6,54)
Jar/82°C 1,38%4  1,25%C  1n70,32) | 0,09 0,07 nz(0,01) |30,87% 2221%  nz(5,41)
zar/95°C 1,74% 2,44% nz(1,85) | 0,13 0,11 nz(0,04) | 63,06* 4720%  nz(24,97)
pro(SEM)  "(0,62)  "(0,61) nz(0,11)  nz(0,05) '(20,12)  "(9,61)

znatilnost vpliva: "~ p < 0,001 statistiéno zelo visoko znacilen vpliv, ~p < 0,01 statisti¢no visoko znagilen vpliv, p < 0,05 statistiéno
znacilen vpliv, nz — p < 0,05 statisticno neznacilen vpliv; pg — statisti¢na verjetnost vpliva obogatitve prehrane z n-3 VNMK; pro —
statisti¢na zna¢ilnost vpliva nadina toplotne obdelave; SEM, standardna napaka povpreja; srednje vrednosti z razli¢no érko (**€) znotraj
stolpca se statisti¢no znacilno razlikujejo (znacilnost razlik med nacini toplotne obdelave)
levels of significance: "'p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, p < 0.05 statistically
significant, nz — p < 0.05 statistically not significant; pg, statistical probability of enrichment effect; pro, statistical probability of thermal
treatment/degree of doneness; SEM, standard error of mean; means with a different superscript within rows (*- %) differ significantly (p <

0.05, significance of differences between different types of thermal treatment/degree of doneness)
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Priloga B.2: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-3—obogatitve mesa) na
senzoricne lastnosti mariniranih malih filejih piS¢ancev po pecenju na dvoplo$¢nem Zaru, pecici in pecici
IR

Annex B.2: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) on sensory
properties marinated little chicken file after thermal treatment at two-plated grill, oven and IR oven

Parameter TO IR pedica Zar

-7 Ts kontrola n-3 pp(SEM)|kontrola n-3 pg(SEM)|kontrola n-3 pg(SEM)

barva 95 5,5 57 nz(0,2) |45 4,8 nz(0,9) (5,1 52 nz(0,7)
82 3.8 3,8 nz(0,5) |[3,0 2,8 nz(0,3) 5,1 5,0 nz(0,6)

tekstura 95 5,5 54 nz(0,5) |52 53 nz(0,3) 4,7 4,7 nz(0,4)
82 4,08 444700,3) |42 43 nz03) |44 44 nz(0,4)

tuji vonji 95 1,4 1,3 nz(0,5) [1,3 1,4 nz(0,2) [1,8* 1,4% 77(0,2)
82 1,5° 2,32 70,3) [1,5° 2,007004) [2,8* 1,38 ™(0,5)

tuje arome 95 1,6 1,3 nz(0,6) |[1,5 1,6 nz(0,4) |[2,4 1,9 nz(0,8)
82 1,18 1,8% (0,3) [1,08 1,5 704) |13 1,2 nz(0,4)

SEM, standardna napaka povpre&ja; znagilnost vpliva: ~p < 0,001 statistiéno zelo visoko znagilen vpliv, “p < 0,01 statisti¢no visoko
znaéilen vpliv, "p < 0,05 statistiéno znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznagilen vpliv; p, statistiéna verjetnost vpliva n-
3—obogatenja krme; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (*-®) se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p <0,05; znaéilnost razlik
med kontrolnimi sekljanci in sekljanci iz n-3—obogatenega mesa)

SEM, standard error of mean; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically
significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significantp, statistical probability of enrichment effect
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Priloga B.3: Vpliv dodatka razli¢nih rastlinskih ekstraktov in nosilcev teh ekstraktov na vsebnost
(ng/kg) posameznih in skupnih HAA v pecenih sekljancih iz mesa piScancev, krmljenih z dodatkom
mletega lanenega semena (#-3) in brez dodatka (obicajen)
Annex B.3: Effects of different plant extract addition and used carriers of those extracts on content (ug
kg") of some individual and total HAA of roasted patties, originated from chicken fed with ground
whole flaxseed (n-3 enriched) and without (control)

Obogatitev obicajen n-3 obicajen n-3

ekstrakt  Skrob  sol PN(SEM) Skrob  sol PN(SEM) §krob  sol PN(SEM) §krob  sol PN(SEM)
MelQ MelQx

kontrola  0,70°* 0,01°®  "(0,29) 0,26*® 0,00°° (0,10) |1,18%4¢ 0,73  nz(0,61) 2,47* 0,68 *(0,80)
BRI 0,345¢  1,16%* nz(0,36) 0,61%* 0,925 nz(0,08) | 1,18°BAC 13,484 (0,21) 1,32° 17,11** *(1,01)
BR2 0,5854C  0,778PA nz(0,14) 0,46°5C 1,02%B *(0,07) |1,27°BAC 7,84%C  *(1,21) 0,89° 13,43* *(1,14)
BR3 0,93 1,09%2¢ nz(0,28) 0,15° 0,86“® nz(0,21)|1,55** 10,75"®* *(0,99) 0,95 4,33® nz(0,88)
LB1 0,31°5¢ 0,80°5P* ~(0,03) 0,33® 1,82% 1nz(0,44)|0,725¢ 2,13 nz(2,14) 1,04 13,68" nz(3,50)
LB2 0,365 0,51%8% nz(0,52) 0,40% 1,24%  1z(0,38) | 1,264C 5445P nz(5.44) 0,98  4,24°® nz(2,69)
LB3 0,83%  0,52%8P nz(0,13) 0,37°2 0,507 *(0,03) {0,9454¢ 1,83°P  nz(1,22) 1,32  2,43® nz(0,35)
LB4 0,245  0,31%2 nz(0,05) 0,32°° 0,86“® 1nz(0,18)|0,70°5¢ 1,77°®  *(0,18) 0,91  2,53® nz(0,55)
LB5 0,4954¢ 0,27°P nz(0,13) 0,19 0,30™P nz(0,11) | 1,245%4¢ 1,03°  nz(0,28) 0,70° 1,86"® *(0,11)
LB6 - 0,53FBPC - 0,16 - 1,85° - - 1,60 -
ROZ1 0,285 0,29°%  nz(0,30) 0,72** 0,00 *(0,11) |0,85%A¢ 353°®  nz(3,53) 1,24 0,24° nz(0,32)
ROZ2 0,64%4¢ 1,22 nz(1,62) 0,27°° 0,83°BP nz(0,22) | 1,323  4,77°P  nz@8.81) 0,72 6,59 nz(2,94)
ROZ3 0,305 0,645 nz(0,22) 0,26°° 0,60°*° nz(0,13) |0,745%¢  3,01°°  nz(1,01) 0,71> 4,14°® *(0,75)
ROZ4 0,17 0,43 nz(0,08) 0,40% 0,95® nz(0,14){0,52°¢  3,72*°® *(0,61) 0,94 4,32® nz(0,79)
prSEM)  (0,13) “(0,29) (0,09) "(0,24) (0,28)  "(2,53) nz(0,21 *(2,01)

PhIP Harman

kontrola  3,21°* 29,31 *(14,29) 1,36"®* 55,7384 (6,60) [0,07°° 0,04°  1nz(0,04) 0,07°F 0,01°° **(0,02)
BRI 1,48%%  2357% 1nz(9,74) 1,66 30,02°°C*(3,32) |0,085 0,985BPAC nz(0,21) 0,14°* 1,27°°® *(0,07)
BR2 2,08°54  17.84% *(2,86) 0,65® 28,58°°C*(3,59) |0,10°BP 0,69%EEPA *(0,09)  0,09°® 1,16°® *(0,18)
BR3 3,064 27.23* *(1,53) 0,56 19,15°° *(2,93) [0,19%*  1,15"BA¢ *(0,13)  0,04°% 0,75°® *(0,09)
LB1 1,31%8% 26,89 *(3,05) 0,57° 69,20* nz(18,82)0,04°5  0,94°EBPA 0,11) 0,04 3,18% nz(0,83)
LB2 1,72°8%  3513* *(1,27) 1,31%% 18,23 nz(5,74)|0,08°5® 1,23*4  *(0,03) 0,09® 0,70E° nz(0,21)
LB3 2,60%% 18,74 nz(9,47) 1,63 28,91°°C(0,72) 10,15  0,585°%F nz(0,31) 0,07°°® 0,91°® *(0,06)
LB4 1,028 12,23 <(1,04) 1,31°P4 20,34%° *(3,02) |0,04°%°  0,48"EPSF ~(0,04) 0,05°" 0,66* *(0,09)
LB5 22654 9.49%  nz(3,94) 0,89°%* 22,09°° (2,91) |0,12°€ 0,34°F  '(0,08) 0,04°% 0,65"P (0,08)
LB6 - 19,15 - - 27,34PC . - 0,61EBDCF - 0,85BP .
ROZ1 0,90°  21,72* *(2,37)  1,41°®2 17,03°® *(2,05) |0,065 1,045PAC nz(0,29) 0,13°* 0,65"P (0,02)
ROZ2 2,08%%  36,68% nz(8,81) 1,325 45,60°¢ nz(12,28)0,10%° 1,18%*  nz(0,35) 0,05°° 1,54 nz(0,53)
ROZ3 1,30°54 3328 *(5,85) 0,75 31,33°°C*(4,91) [0,055° 1,145 nz(0,29) 0,06°F 1,02°B *(0,22)
ROZ4 0,78°5  11,83** *(2,46)  0,94°%* 26,03°°C*(3,03) |0,03°E  0,45%F *(0,09) 0,06 0,84°B *(0,13)
PrSEM)  “(0,50) *(8,07) '(0,32) "(8,87) "(0,03) "*(0,25) (0,01 *"(0,37)
Norharman 4,8-DiMelQ

kontrola  0,17°PEC 0227 nz(0,13) 0,08° 0,19° nz(0,08) |0,04° 1,35  “(0,61) 0,01°41,99%* (0,33)
BRI 0,14°8PE¢ 1 90°BAC +(0,27)  0,22°* 2,34*B =(0,19) {0,02°  1,13*®* *(0,19) 0,03°* 1,30"®* *(0,01)
BR2 0,19°BPEC 1 28%PEC +(0,14) 0,13 229°B (0,38) [0,01°  0,70®* (0,13)  0,01°®* 1,26"** *(0,27)
BR3 0,34°*  2,12°%% *(0,07) 0,08°° 1,42°BP+(0,15) |0,01°  1,31*®* (0,02) 0,00°° 0,61*® *(0,01)
LBl 0,09°PF  1,71°8P2 ~(0,13)  0,08° 4,99* 1nz(1,49)|0,02° 0,984 (0,05) 0,01%¢ 1,96* nz(0,29)
LB2 0,15%8PE 2 2234 =(0,08) 0,16° 1,24 1nz(0,34)[0,02°  1,35*  *(0,11) 0,02%4¢0,79® nz(0,28)
LB3 0,235PAC 1,05PE  nz(0,47) 0,15°® 1,74*B° *(0,12) |0,00 0,49%%  nz(0,22) 0,02°®4 0,66 (0,01)
LB4 0,09° 0,89 =(0,02) 0,11°® 1,25°P *(0,13) ]0,01°  042%% *0,04) 0,01°%20,61°® *(0,06)
LB5 0,24°5% 0,67°"F *(0,17)  0,09°° 1,28°P =(0,14) 0,01° 031  *(0,05) 0,01°5€0,57*® *(0,03)
LB6 - J11PEC - 1,44°8P . - 0,5254 - - 0,76% -

ROZ1 0,10°¢ 1,36"5PF ~(0,07) 0,22°* 1,38°BP+(0,17) 10,02° 0,61 *(0,03) 0,02°%40,61°® *(0,09)
ROZ2 0,24%4¢ 2.16%*  nz(0,58) 0,11°® 2,97° 1nz(0,99) 0,01 1,024 *0,17) 0,01%4¢ 1,234 nz(0,47)
ROZ3 0,125PF€ 21284 nz(0,50) 0,11°® 2,02%® *(0,41) 0,01 1,00%%  nz(0,23) 0,01°5€ 1,06™® (0,25)
ROZ4 0,07°%  0,89PF *(0,18)  0,12°® 1,70°BP *(0,31) |0,01 0,58%4  nz(0,16) 0,01°®40,83*® *(0,08)
prSEM)  (0,05) “*(0,37) *(0,02) *(0,67) nz(0,01) "(0,25) (0,01) '(0,32)
7,8-DiMel( Glu-P-2

kontrola 0,03 0,01®  nz(0,02) 0,02 0,03 nz0,02) [0,13%C 0,40 nz(0,43) 0,04 1,52** *(0,38)
BRI 0,02°5PC 1,08**  (0,01) 0,02° 1,00°** *(0,02) |0,10°€ 0,49*  *(0,08) 0,08 0,69 *(0,07)
BR2 0,0254¢ 0,70%4C nz(0,19) 0,02° 0,65 "(0,06) |0,1454¢ 0,40 nz(0,09) 0,04° 0,62°® *(0,03)
BR3 0,02°8PA 0,754 »(0,04) 0,01° 0,99 (0,06) |0,19** 0,56" (0,08) 0,03 0,145 nz0,11)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge B.3: Vpliv dodatka razli¢nih rastlinskih ekstraktov in nosilcev teh ekstraktov na
vsebnost (ug/kg) posameznih in skupnih HAA v pecenih sekljancih iz mesa piS¢ancev, krmljenih z
dodatkom mletega lanenega semena (#-3) in brez dodatka (obicajen)

Continuation of annex B.3: Effects of different plant extract addition and used carriers of those extracts
on content (ug kg ") of some individual and total HAA of roasted patties, originated from chicken fed

with ground whole flaxseed (n-3 enriched) and without (control)

Obogatitev obicajen n-3 obicajen n-3

ekstrakt  Skrob sol px(SEM) Skrob  sol px(SEM)|Skrob  sol pn(SEM) Skrob sol pn(SEM)
7,8-DiMelQ Glu-P-2

LBI 0,013°¢  0,28%PC  nz(0,04) 0,01 1,17%  1nz(0,29) {0,055 0,11  nz(0,05) 0,04 0,39%  nz(0,17)
LB2 0,03**  0,77°84  *(0,54) 0,02  0,69°°C *(0,06) [0,16°* 0,18  nz(0,02) 0,05 0,24%  1nz(0,16)
LB3 0,015°¢  0,56%°C  nz(0,15) 0,02°  0,59°°¢  (0,08) 0,144 030  nz(0,19) 0,07° 0,49 *(0,03)
LB4 0,01°P¢  0,40°5E°€ 0,04)  0,01°  0,40°°C  *(0,04) [0,03°5¢ 027 **(0,01) 0,05 0,41%  1nz(0,09)
LB5 0,02°5°¢ 0,230 ~(0,03) 0,02° 0,45  “(0,07) 0,104 0,15  nz(0,06) 0,03° 039" (0,04
LB6 - 0,615°¢ . - 0,62 - - 037 - - 0,595 -
ROZ1 0,02°8PAC 0,439BEDC (0 01) 0,02 0,25°%  1nz(0,25) |0,104C 0,15  nz(0,08) 0,07 0,03%  1z(0,02)
ROZ2 0,01°"¢  0,56"5°¢ (0,01) 0,01° 0,49  (0,01) (0,144 0,44  1nz(0,09) 0,06 0,68%  1z(0,17)
ROZ3 0,01°  0,78%*  nz0,29) 0,01° 049 *0,06) [0,05°5¢ 0,54  *(0,09) 0,04 0,60%  nz(0,13)
ROZ4 0,01°®  0,42°€ 0,07)  0,01° 0,48 *(0,03) [0,02°C 0,24° *(0,05) 0,04 0,39%  1z(0,09)
prSEM)  *(0,01)  "(0,18) nz(0,01) **(0,16) *(0,04) nz(0,16) nz(0,02) *(0,18)

1Q 1Qx

kontrola 0,00 0,25 nz(0,19) 0,00° 326%  *(0,25) [0,37°°FF 2.32%% 043) 0210 3,26 *(0,66)
BRI 0,00 0 nz(0,01) 0,01  0,07°®  nz0,01) |0,25"F 0P nz(0,06) 0,46*  0,07°® *(0,09)
BR2 0,02 0 nz(0,01) 0,01  0,00°®  nz(0,02) {0,42°°° 0,00°® (0,04) 0,24"3°C 0,00"® *(0,02)
BR3 0,01° 0,00°  (0,01) 0,02 003"  nz0,02) {0,72** 0,14®  (0,01) 0,20°°  0,03°® *(0,01)
LBI 0,00 0,01 nz(0,01) 0,00 0,29  nz(0,01) 0,33 0,03°®  (0,03) 0,31%°C 0,29®° nz(0,13)
LB2 0,01 0,00 nz(0,01) 0,00  0,05°®  nz(0,21) 0,29 0,10  nz(0,06) 0,36"*4¢ 0,05°® *(0,04)
LB3 0,01* 0,000 ‘(0,000 0,00 0,00 1nz0,01) |0,60* 0,00 *0,07) 0,29*°C 0,00°® *(0,05)
LB4 0,000 0,000  *(0,01) 0,000 0,00"®  *0,01) 0,28 0,00 *0,01) 037*®* 0,00°® *(0,07)
LB5 0,03 0 nz(0,03) 0,00  0,00°®  nz(0,02) [0,41°°°F 0,00°® *(0,07) 0,22°°C 0,00°® *(0,03)
LB6 - 0 - - 08 - - 08 - - 08 -
ROZ1 0,00 0,00 nz(0,01) 0,01  0,01°®  nz(0,03) {0,26°" 0,06° nz(0,06) 0,34°5PA€ 0,01°® *(0,03)
ROZ2 0,04 0,01 nz(0,04) 0,00° 08 *(0,01) 0,54*%¢ 0,15*® *(0,08) 0,23%°¢ (®° 1nz(0,06)
ROZ3 0,00 0 nz(0,09) 0,00*  0,00°®  "(0,01) [0,26""F 0F nz(0,09) 0,32*BPA€ 0,00°®  *(0,03)
ROZ4 0,00° 0,00° ‘0,01)  0,00°  0,04° *(0,00) 0,23*F  0,04*®  (0,03) 02957 0,04 nz(4,43)
prSEM)  nz(0,02) 1nz(0,06) nz(0,01) **(0,08) *(0,07) "*(0,13) “(0,06) "(0,20)
skupni HAA

kontrola  5,97°PA 34,7057 *(16,17) 4,59°* 64,35 *(8,43)

BRI ,655PC 438354 17(10,36) 4,60°  54,76°B  (4,60)

BR2 4,91°BPAC 30 24%BA ~(4.83)  2,59°BC  49,05°°BP «(5 66)

BR3 7,01°  4514* <(1,19)  2,10°¢  28,33°P (4,21)

LBl ,04%B0C 33 99aBA () 94y 2. 48BC 9674 nz(26,27)

LB2 4,13%BPAC 46 97°4  4(7,42)  3,44PAC 27.42°°  nz(9,31)

LB3 5,56%4C  24,10%*  nz(11,98) 3,98°PAC 36,26°EP ~(1,35)

LB4 2,47°°C  16,81%%4 ~(1,39)  3,19°BAC 27,10°P *(3,82)

LB5 4,998PAC 12538 nz(4,54) 2,22°C  27,65%C *(3,33)

LB6 - 24,77%4 - - 33,38B0 .

ROZ1 2,63%BDC€ 29 223BA (6 11)  4,23%BA 20240 *(1,89)

ROZ2 5,195P4C 48 23%  nz(11,84) 2,8454C 59,96®  nz(17,62)

ROZ3 2,90°8PC 42 53%BA ~(g 43)  232°C  41,31°°BP *(¢,86)

ROZ4 1,882 18,62%BA *(3,73)  2,87°PAC 35 62%CBD 1(4,43)

prSEM)  "(0,90)  *'(10,20) *(0,66)  “(12,44)

kontrola — dodan samo nosilec (sol, Skrob) brez ekstrakta; BR1 — brinove jagode (Vol¢e, 550 m n.m.v.), BR2 — brinove jagode (Vremscica,

1000 m n.m.v.), BR3 — brinove jagode (kupljene) , LB1 — lubje ¢rnega bora (obmocje Kopra), LB2 — lubje ¢rnega bora (Vremsc¢ica, 1000
m n.m.v.), LB3 — lubje ¢rnega bora (Vol¢e, 550 m n.m.v.), LB4 — lubje rdeega bora, LB5 — lubje zelenega bora, LB6 — lubje pinje
(obmodje kopra) , ROZ1 — sveZ rozmarin (domac), ROZ2 — suh rozmarin (Kotanyi), ROZ3 — suh rozmarin (Maestro), ROZ4 — svez

ok

rozmarin (obmod&je Kopra); znagilnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko zna&ilen vpliv, “p < 0,01 statisti¢no visoko znacilen
vpliv, "p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; py — statisti¢na verjetnost vpliva nosilca; pr —
statistiCna znacilnost vpliva dodatka rastlinskega ekstrakta; SEM, standardna napaka povprecja; vrednosti z razlicno nadpisano ¢rko

znotraj vrstice (*) se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med soljo ali §krobom kot nosilcem rastlinskega
ekstrakta); srednje vrednosti z razli¢no &érko (“*PEFS) znotraj stolpca se statistiéno znaéilno razlikujejo (znagilnost razlik med razli¢nimi
dodanimi rastlinskimi ekstrakti).
control - carrier (salt, starch) without extracts; BR1 — juniper berries (Vol¢e, 550 m n.m.v.), BR2 — juniper berries (Vrems¢ica, 1000 m
n.m.v.), BR3 — juniper berries, LB1 — black pine bark (Koper), LB2 — black pine bark (Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.), LB3 — black pine bark
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(Volée, 550 m n.m.v.), LB4 — red pine bark, LB5 — green black pine bark, LB6 — pinus bark (Koper), ROZ1 — fresh rosemary (home),
ROZ2 — dry rosemary (Kotanyi), ROZ3 — dry rosemary (Maestro), ROZ4 — fresh rosemary (Koper); levels of significance:: *"p < 0.001
very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically

not significant; py, statistical probability of carrier of plant extracts; pg, statistical probability of addition of diffeterent plant extracts;

SEM, standard error of mean; means with a different superscript within columns (*°) differ significantly (p < 0.05, significance of

differences between salt and starch carriers); means with a different superscript within rows (*5“PEFS) differ significantly (p < 0.05,

significance of differences between different plant extracts).
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Priloga B.4: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-3—obogatitev) na vsebnost
(pg/kg) posameznih in skupnih HAA v pecenih piS¢ancjih sekljancih z dodanimi razli¢nimi rastlinskimi

ekstrakti, vezanimi na sol in §krob

Annex B.4: Effect of ground whole flaxseed addition in chicken feed (#-3 enriched) on content (ug kg_')
of individual and total HAA of roasted chicken patties, prepared with addition of different plant extract
bounded on salt or starch

Nosilec Skrob sol $krob sol
obogatitev obitajen n-3 pg(SEM) obifajen n-3  pg(SEM) |obiajen n-3 pE(SEM) obicajen n-3 pe(SEM)
ekstrakt MelQ MelQx
kontrola 0,70 0,29 nz(0,30) 0,02 0,00 nz(0,02) (0,31 0,27 nz(0,17) 0,64 0,61 nz(0,19)
BRI 0,34 0,62 nz(0,06) 1,16 0,93 nz(0,36) |- - - 0,53 0,16 nz(0,28)
BR2 0,59  046°°(0,02) 0,77 1,02 nz(0,15) 0,28 0,72 1nz(0,12) 0,30 0,00 1nz(0,30)
BR3 0,94  0,16" *(0,03) 1,10 0,87 nz(0,35) [0,64° 0,28 "(0,06) 1,23 0,83 1nz(0,28)
LBI 0,32 0,33 nz(0,05) 0,81 1,82 nz(0,44) 0,17 0,41 nz(0,13) 0,43° 0,96" *(0,09)
LB2 0,37 0,40 nz(0,09) 0,52 1,24 nz(0,64) |1,18 1,32 nz(0,17) 13,49 17,11 nz(1,02)
LB3 0,34 0,37 nz(0,11) 0,53 0,50 nz(0,06) |1,27 0,90 nz(0,24) 7,85 13,43 nz(1,65)
LB4 0,24 0,33 nz(0,08) 0,31 0,87 nz(0,17) |1,55 0,95 nz(0,45) 10,75° 4,33° *(1,29)
LB5 0,49° 0,20°'(0,12) 0,28 0,31 nz(0,13) |[1,19° 2,47 *(0,60) 0,74 0,69 nz(0,82)
LB6 - - - 0,53 0,16 nz(0,28) |1,18 1,32 nz(0,17) 13,49 17,11 nz(1,02)
ROZ1 0,28 0,72 nz(0,12) 0,30 0,00 nz(0,30) |1,27 0,90 nz(0,24) 7.85 13,43 nz(1,65)
ROZ2 0,64°  028°°(0,06) 123 0,83 nz(0,28) |1,55 0,95 nz(0,45) 10,75° 4,33" *(1,29)
ROZ3 0,31 0,27 nz(0,17) 0,64 0,61 nz0,19) |1,19° 2,47* *(0,60) 0,74 0,69 nz(0,82)
ROZ4 0,17 041 nz(0,13) 043°  0096° ‘(0,09 [0,72 1,05 nz(021) 2,14 13,64 nz(4,09)
PhIP Harman
kontrola 3,22 1,37 nz(1,43) 29,32° 55,74 *(14,23) 0,08 0,07 nz(0,02) 0,04 0,02 nz(0,04)
BRI 1,48 1,67 nz(0,36) 23,57 30,02 nz(10,26) |0,08 0,14 nz(0,02) 0,99 1,27 nz(0,22)
BR2 2,080 0,65°°0,23) 17,84 28,58 nz(4,59) [0,11°  0,10° ‘(0,01) 0,69 1,16 nz(0,21)
BR3 3,07 0,57°°(0,02) 2724 19,16 nz(3,30) [0,20°  0,04° *(0,01) 1,15 0,76 1z(0,16)
LB1 1,32 0,58 nz(0,17) 26,90 69,20 nz(19,07) |0,04 0,05 nz(0,02) 0,95 3,18 nz(0,84)
LB2 1,73 1,32 nz(0,11) 35,13 18,24 nz(5,88) 0,08 0,09 nz(0,01) 123 0,70 nz(0,21)
LB3 2,60 1,63 nz(0,34) 18,74 2891 nz(9,49) 10,16 0,08 nz(0,02) 0,58 0,91 nz(0,32)
LB4 1,03 1,31 nz(0,35) 12,23 20,34 nz(3,17) 0,04 0,05 nz(0,01) 0,49 0,66 nz(0,08)
LB5 2,27° 0,89° *(0,40) 9,49 22,09 nz(6,59) |0,12 0,04 nz(0,04) 0,34 0,66 nz(0,14)
LB6 - - - 19,16 27,34 nz(6,03) |- - - 0,61 0,85 nz(0,14)
ROZ1 0,90 1,42 nz(0,28) 21,72 17,04 nz(3,11) |0,06 0,13 nz(0,03) 1,04 0,66 nz(0,28)
ROZ2 2,09 1,33 nz(0,27) 36,69 4561 nz(15,12) [0,11*  0,06° ‘(0,01) 1,19 1,55 nz(0,64)
ROZ3 1,30 0,76 nz(0,74) 3329 31,34 nz(7,51) [0,06 0,06 nz(0,03) 1,14 1,03 nz(0,36)
ROZ4 0,78 0,95 nz(0,23) 11,83 26,04 nz(3,89) 0,03 0,06° *(0,00) 0,46 0,84 nz(0,17)
Norharman 4,8-DiMelQ
kontrola 0,18 0,08 nz(0,07) 0,22 0,20 nz(0,14) [0,04* 0,02° *(0,02) 1,36 2,00 nz(0,65)
BRI 0,15 0,23 nz(0,03) 1,91 2,35 nz(0,33) 0,02 0,03 nz(0,00) 1,14 1,30 nz(0,19)
BR2 0,20° 0,14° *(0,01) 1,29 2,29 nz(0,41) 0,02 0,02 nz(0,01) 0,70 1,27 nz(0,30)
BR3 0,35* 0,08 "(0,02) 2,13*  1,42° *(0,16) 0,01°  0,01° (0,02) 1,31°  0,62° "(0,01)
LB1 0,10 0,09 nz(0,02) 1,72 500 nz(1,50) 0,02 0,01 nz(0,00) 0,99 1,97 nz(0,60)
LB2 0,15 0,16 nz(0,01) 2,22 1,25 nz(0,34) 0,03 0,02 nz(0,00) 1,36 0,79 nz(0,30)
LB3 0,23 0,15 nz(0,03) 1,05 1,74 nz(0,45) 0,00 0,02° **(0,00) 0,50 0,66 nz(0,22)
LB4 0,09 0,11 nz(0,03) 0,90 1,26  nz(0,13) 0,02 0,02 nz(0,00) 0,43 0,62 nz(0,04)
LB5 0,25° 0,09° *(0,07) 0,68 1,28 nz(0,28) 0,02 0,01 nz(0,01) 0,31 0,57 nz(0,09)
LB6 - - - 1,11 1,44 nz(0,23) |- - - 0,52 0,76 nz(0,10)
ROZ1 0,11 0,22 nz(0,03) 1,37 1,38 nz(0,28) 0,02 0,03 nz(0,00) 0,62 0,62 nz(0,09)
ROZ2 024 011" °(0,02) 2,16 2,98 nz(1,16) 0,02 0,02 1nz(0,00) 1,02 1,23 nz(0,51)
ROZ3 0,13 0,11 nz(0,07) 2,13 2,02 nz(0,63) 0,02 0,02 nz(0,00) 1,01 1,07 nz(0,35)
ROZ4 0,08 0,13 nz(0,02) 0,89 1,70 nz(0,36) 0,02 0,02 nz(0,00) 0,59 0,83 nz(0,18)
7,8-DiMelQ Glu-P-2
kontrola 0,03* 0,02° *(0,00) 0,01 0,03 nz(0,02) 0,13 0,04 nz(0,08) 0,41° 1,53" *(0,54)
BRI 0,02 0,03 nz(0,00) 1,08 1,00 nz(0,03) |0,10 0,08 nz(0,01) 0,50 0,69 nz(0,11)
BR2 0,03 0,02 nz(0,00) 0,70 0,65 nz(0,20) [0,15® 0,05 *(0,01) 0,40 0,62 nz(0,09)
BR3 0,02° 0,02° '(0,00) 0,76 0,99 nz(0,07) [0,20* 0,04° "(0,01) 0,57 0,15 nz(0,14)
LB1 0,02 0,01 nz(0,00) 0,28 1,17 nz(0,41) [0,05* 004" “(0,01) 0,11 0,40 nz(0,18)
BR1 0,02 0,03 nz(0,00) 1,08 1,00 nz(0,03) [0,10 0,08 nz(0,01) 0,50 0,69 nz(0,11)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge B.4: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-3
obogatitev) na vsebnost (ug/kg) posameznih in skupnih HAA pecenih pis¢ancjih sekljancih z dodanimi
razli¢nimi rastlinskimi ekstrakti, vezanimi na sol in §krob

Continuation of annex B.4: Effect of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) on
content (ug kg') of individual and total HAA of roasted chicken patties, prepared with addition of
different plant extract bounded on salt or starch

Nosilec Skrob sol Skrob sol
obogatitev obi¢ajen n-3  pp(SEM) obi¢ajen n-3 pp(SEM) |obi¢ajen n-3 pp(SEM) obi¢ajen n-3  pg(SEM)
ekstrakt 7,8-DiMelQ Glu-P-2
LB2 0,04 0,02 nz(0,00) 0,77 0,70 nz(0,16) (0,17 0,05 nz(0,02) 0,19 0,24 nz(0,21)
LB3 0,02 0,02 nz(0,00) 0,56 0,60 nz(0,16) |0,14 0,08 nz(0,03) 0,30 0,49 nz(0,19)
LB4 0,02 0,02 nz(0,00) 041 0,41 nz(0,06) |0,03 0,05 nz(0,02) 0,28 0,42  nz(0,08)
LB5 0,02 0,02 nz(0,01) 0,24 0,45 nz(0,09) |0,11 0,03 nz(0,04) 0,15 0,40 nz(0,08)
LB6 - - - 0,61 0,62 nz(0,23) |- - - 0,37° 0,60 *(0,04)
ROZ1 0,02 0,03 nz(0,00) 0,43 0,26 nz(0,25) {0,10 0,07 nz(0,03) 0,15 0,03 nz(0,08)
ROZ2 0,02 0,02 nz(0,00) 0,56 0,49° “(0,02) (0,14 0,07° '(0,02) 0,45 0,68 nz(0,18)
ROZ3 0,02 0,01  nz(0,00) 0,78 0,50 nz(0,30) |0,06 0,04 nz(0,03) 0,54 0,60 nz(0,16)
ROZ4 0,02 0,02 nz(0,00) 0,42 0,49 nz(0,08) 0,03 0,04 nz(0,02) 0,25 0,39 nz(0,10)
1Q IQx
kontrola 0,01 0,01  nz(0,00) 0,26° 0,89* *(0,29) |(0,37° 0,21° "™(0,04) 2,33 3,27 nz(0,74)
BR1 0,00° 0,02* *(0,00) 0,00 0,02 nz(0,01) [0,26 0,47 nz(0,08) 0,00 0,08 nz(0,08)
BR2 0,03 0,01 nz(0,01) 0,00 0,02 nz(0,02) (0,43 0,25 nz(0,04) 0,00 0,00 -
BR3 0,01 0,03 nz(0,02) 0,00 0,01 nz(0,00) (0,73* 0,21° ™(0,01) 0,14 0,04 *(0,01)
LB1 0,01 0,01  nz(0,00) 0,01 0,03 nz(0,01) |0,34° 0,32° *(0,09) 0,04 0,29 nz(0,10)
LB2 0,01* 0,01° '(0,02) 0,01 0,00 nz(0,01) |0,30 0,37 nz(0,04) 0,11 0,06 nz(0,06)
LB3 0,01 0,01  nz(0,00) 0,00 0,00 - 0,60 0,30 nz(0,09) 0,00 0,00 -
LB4 0,01 0,01  nz(0,00) 0,00 0,00 - 0,28 0,37 nz(0,07) 0,00 0,00 -
LB5 0,04 0,01 nz(0,03) 0,00 0,02 nz(0,02) 0,42 0,22 °(0,01) 0,00 0,00 -
LB6 - - - 0,00 0,00 - - - - 0,00 0,00 -
ROZ1 0,00 0,01 nz(0,06) 0,00 0,00 nz(0,00) [0,27 0,35 nz(0,00) 0,06 0,01 nz(0,03)
ROZ2 0,05 0,01 nz(0,00) 0,01 0,00 nz(0,01) [0,54 0,23 nz(0,09) 0,16 0,00 nz(0,04)
ROZ3 0,01 0,01  nz(0,00) 0,00 0,00 - 0,26 0,33 nz(0,10) 0,00 0,00 -
ROZ4 0,01 0,01  nz(0,04) 0,00 0,00 nz(0,00) 0,23 0,30 nz(0,08) 0,04 0,05 nz(0,01)
AaC skupni HAA
kontrola 0,02 0,01 nz(0,00) 5,97 4,60 nz(2,34) 34,70° 64,35 "(16,40)
BR1 0,01 0,02  nz(0,00) 3,66 4,61 nz(0,62) 43,84 54,76 nz(11,32)
BR2 0,02 0,01  nz(0,00) 4917 2,60° "(0,12) 30,25 49,05 nz(7,44)
BR3 0,04* 0,01°  *(0,00) 7,11% 2,10° "(0,44) 45,14 28,33 nz(4,35)
LB1 0,01 0,01  nz(0,00) 2,94 2,49 nz(0,58) 33,93 96,70 nz(26,29)
LB2 0,01 0,02 nz(0,00) 4,13 3,44 nz(0,39) 46,98 27,42 nz(11,89)
LB3 0,02 0,01  nz(0,00) 5,56 3,99 (0,42) 24,10 36,26 nz(12,04)
LB4 0,01 0,01  nz(0,00) 2,47 3,20 nz(0,71) 16,82 27,10 nz(4,01)
LB5 0,02* 0,00° “(0,01) 4,99* 2,22° "(0,62) 12,53 27,65 nz(7,55)
LB6 - - - - - - 24,77 33,38 nz(7,13)
ROZ1 0,01 0,02 nz(0,00) 2,63 4,24 nz(0,81) 29,23 20,24 nz(6,35)
ROZ2 0,02 0,01  nz(0,00) 5,19% 2,84° *(0,53) 48,23 59,96 nz(21,23)
ROZ3 0,01 0,01  nz(0,00) 2,90 2,33 nz(1,49) 42,54 41,31 nz(10,77)
ROZ4 0,01 0,01  nz(0,00) 1,89 2,87 nz(067) 18,63 35,62 nz(5,75)

kontrola — dodan samo nosilec (sol, Skrob) brez ekstrakta; BR1 — brinove jagode (Volce, 550 m n.m.v.), BR2 — brinove jagode (Vrems¢ica,
1000 m n.m.v.), BR3 — brinove jagode (kupljene), LB1 — lubje ¢rnega bora (obmocje Kopra), LB2 — lubje érnega bora (Vremséica, 1000 m
n.m.v.), LB3 — lubje ¢rnega bora (Vol¢e, 550 m n.m.v.), LB4 — lubje rdecega bora, LB5 — lubje zelenega bora, LB6 — lubje pinje (obmocje
kopra) , ROZ1 — sveZ rozmarin (domag), ROZ2 — suh rozmarin (Kotanyi), ROZ3 — suh rozmarin (Maestro), ROZ4 — sveZ rozmarin
(obmog&je Kopra); znacilnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko zna&ilen vpliv, “p < 0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv,

*p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; pg — statisti¢na verjetnost vpliva obogatitve prehrane z n-3
VNMK; SEM, standardna napaka povpre&ja; vrednosti z razliéno nadpisano érko znotraj vrstice (**) se statisti¢no znailno razlikujejo (p
<0,05; znacilnost razlik med obicajnimi in n-3—obogatenimi piscancjimi sekljanci).
control - carrier (salt, starch) without extracts; BR1 — juniper berries (Vol¢e, 550 m n.m.v.), BR2 — juniper berries (Vremsc¢ica, 1000 m
n.m.v.), BR3 — juniper berries, LB1 — black pine bark (Koper), LB2 — black pine bark (Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.), LB3 — black pine bark
(Volée, 550 m n.m.v.), LB4 — red pine bark, LB5 — green black pine bark, LB6 — pinus bark (Koper), ROZ1 — fresh rosemary (home),
ROZ2 — dry rosemary (Kotanyi), ROZ3 — dry rosemary (Maestro), ROZ4 — fresh rosemary (Koper); levels of significance: **p < 0.001
very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically
not significant; pg, statistical probability of enrichment effect; SEM, standard error of mean; means with a different superscript within
columns (*°) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—enriched patties).
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Priloga B.5: Vpliv dodatka razli¢nih rastlinskih ekstraktov in nosilcev teh ekstraktov na izgubo (%)
mase med toplotno obdelavo piS¢ancjih sekljancev
Annex B.5: Effects of different plant extract addition and used carriers of those extracts on weight loss
(%) of chicken patties during thermal treatment

Obogatitev obicajen n-3

nosilec Skrob sol Pn(SEM) Skrob sol PN(SEM)
ekstrakt

kontrola 16° 23DF (3) 15°F 31°4B *(4)
BRI 19 30°BC nz(3) 2448 294BC nz(1)
BR3 24° 3248 (1) 220B¢ 27°ABCD (1)
BR4 22° 334 (1) 20°CPE 26*4BCP (1)
LBI 21° 283ABCD () 22¢P 274BCD nz(4)
LB2 23° 34%4 "(2) 228¢ 29ABC nz(2)
LB3 21° 26P () 18E 25ABCD nz(2)
LB4 200 25%CPE () 19¢ 23¢P nz(1)
LB5 22 21E nz(4) 20PF 220 nz(2)
LB6 - 2780 - 21P -
ROZ1 21 30%BC  nz(2) 254 29ABC nz(1)
ROZ2 18° 302ABC **(2) 9(PCPE 972ABCD *(1)
ROZ3 - 26PF nz(2) - 24BCD -
ROZ4 20° 29°4BC () 21°%¢P 314 "(3)
Pr(SEM) nz(2) v 0) ©)

kontrola — dodan samo nosilec (sol, $krob) brez ekstrakta; BR1 — brinove jagode (Volée, 550 m n.m.v.), BR2 — brinove jagode (Vrems¢ica,
1000 m n.m.v.), BR3 — brinove jagode (kupljene) , LB1 — lubje ¢rnega bora (obmoc¢je Kopra), LB2 — lubje ¢rnega bora (Vremséica, 1000
m n.m.v.), LB3 — lubje ¢rnega bora (Vol¢e, 550 m n.m.v.), LB4 — lubje rdecega bora, LBS — lubje zelenega bora, LB6 — lubje pinje
(obmodje kopra) , ROZ1 — sveZ rozmarin (doma¢), ROZ2 — suh rozmarin (Kotanyi), ROZ3 — suh rozmarin (Maestro), ROZ4 — svez
rozmarin (obmodje Kopra); zna€ilnost vpliva: “p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znagilen vpliv, “p < 0,01 statisti¢no visoko znagilen
vpliv, “p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; py — statisti¢na verjetnost vpliva nosilca; pr —
statisticna znacilnost vpliva dodatka rastlinskega ekstrakta; SEM, standardna napaka povpre¢ja; vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko
znotraj vrstice (**) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik med soljo ali $krobom kot nosilcem rastlinskega

ekstrakta); vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko (

AB,CD.E

dodanimi rastlinskimi ekstrakti).
control - carrier (salt, starch) without extracts; BR1 — juniper berries (Vol¢e, 550 m n.m.v.), BR2 — juniper berries (Vrems¢ica, 1000 m
n.m.v.), BR3 — juniper berries, LB1 — black pine bark (Koper), LB2 — black pine bark (Vrems¢ica, 1000 m n.m.v.), LB3 — black pine bark
(Volée, 550 m n.m.v.), LB4 — red pine bark, LB5 — green black pine bark, LB6 — pinus bark (Koper), ROZ1 — fresh rosemary (home),
ROZ2 — dry rosemary (Kotanyi), ROZ3 — dry rosemary (Maestro), ROZ4 — fresh rosemary (Koper); levels of significance: “*'p < 0.001
very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz —p > 0.05 statistically
not significant; py, statistical probability of carrier of plant extracts; pg, statistical probability of addition of diffeterent plant extracts;
SEM, standard error of mean; means with a different superscript within columns (*°) differ significantly (p < 0.05, significance of
differences between salt and starch carriers); means with a different superscript within rows (*5“PE) differ significantly (p < 0.05,
significance of differences between different plant extracts).

) znotraj stolpca se statisti¢no znacilno razlikujejo (znacilnost razlik med razli¢nimi
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Priloga C: Sklop III: Marinade z ekstraktom brinovih jagod in njihov vpliv na tvorbo
produktov oksidacije in HAA v pi§¢anc¢jih mini filejih, obogatenih z n-3 VNMK

Annex C: Part III: Marinades with an juniper berries extract and their influence on the
formation of oxidation products and HAA in chicken inner fillets, n-3—enriched

Priloga C.1: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano pis¢ancev (n-3—obogatitev) in ¢asa
skladi$¢enja pri temperaturi 4 (1) °C in v modificirani atmosferi na instrumentalno izmerjeno barvo
mariniranih presnih pis¢anéjih mini filejev

Annex C.1: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3—enriched) and storage time at
temperature at 4 (£1) °C and in modified atmosphere on instrumental colour values of raw marinated
chicken inner fillets

Nosilec TO IR pecica Zar
ekstrakta vrednost dan obicajen n-3 Pe(SEM) |obicajen n-3 Pe(SEM) |obicajen n-3 Pe(SEM)
kontrola L’ 1 52,25 54,19 nz(3,18) [52,25° 54,19 nz(3,18) [52,25° 54,19 nz(3,18)
5 54,25 51,85  nz(1,70) |54,25" 51,85 nz(1,70) |54,25® 51,85  nz(1,70)
9 56,98" 54,56  nz(4,55) |56,98" 54,56 nz(4,55) |56,98° 54,56  nz(4,55)
po(SEM) (1,85)  nz(4,36) (1,85)  nz(4,36) (1,85)  nz(4,36)
a 1 1,75 0,91°  nz(0,73) [1,75 0,91°  nz(0,73) [1,75 0,91°  nz(0,73)
5 1,208 2,74%  *0,63) [1,208 274" (0,63) |1,20®  2,74**  *(0,63)
9 0,96 2574 (0,56) (0,96 2,57 (0,56) [0,96°  2,57** "(0,56)
Po(SEM) nz(0,74) "(0,53) nz(0,74) *(0,53) nz(0,74) *(0,53)
b 1 5,97 575  nz(0,10) |5,97 575  nz(0,10) [5,97 575  nz(0,10)
5 6,48 6,78  nz(1,01) 6,48 6,78  nz(1,01) |6,48 6,78  nz(1,01)
9 7,86 8,02  nz(2,24) 7,86 8,02  nz(2,24) |7.86 8,02  nz(2,24)
po(SEM) nz(1,51) nz(1,81) nz(1,51) nz(1,81) nz(1,51) nz(1,81)
olje L 1 52,55 53,84 nz(227) [52,55 53,84 nz(227) |52,55 53,84 nz(227)
5 5621 53,69 nz(1,62) 5621 53,69 nz(1,62) |5621 53,69 nz(1,62)
9 53,39 51,65 nz(429) |53,39 51,65 nz(429) |53,39 51,65 nz(4,29)
Po(SEM) nz(2,22) nz(3,53) nz(2,22) nz(3,53) nz(2,22) nz(3,53)
a 1 LI2B  1,22%  nz(0,18) 1,12 1,22* nz(0,18) 1,12  1,22* nz(0,18)
5 1,38 1,95  nz(1,65) |1,38 1,95  nz(1,65) [1,38 1,95  nz(1,65)
9 1,32 1,30 nz(0,93) |1,32 1,30 nz(0,93) [1,32 1,30 1nz(0,93)
Po(SEM) nz(0,98) nz(1,21) nz(0,98) nz(1,21) nz(0,98) nz(1,21)
b 1 4278 6,58 '(0,96) [427°° 6,58  7(0,96) [427® 6,58  *(0,96)
5 6,09 727  nz0,96) 6,09 727  nz(0,96) |6,09° 727  nz(0,96)
9 6,63 6,67  nz(0,90) 6,63° 6,67  1nz(0,90) |6,63° 6,67  nz(0,90)
po(SEM) (0,93)  nz(0,95) 0,93)  1nz(0,95) 0,93)  1z(0,95)
skrob L 1 52,68% 47,88 '(2,77) [52,68% 478" (2,77) 52,68 47,8 *(2,77)
5 56,54 55,52 nz(2,35) |56,54  55,52° nz(2,35) |56,54  55,52° nz(2,35)
9 55,87% 49,948 *(2.43) |55,87% 49,94°® *(2,43) |55,87% 49,94°® *(2,43)
Po(SEM) nz(2,58) “(2,47) nz(2,58) “(2,47) nz(2,58) “(2,47)
a 1 0,01  2,10"™  (0,56) [0,01% 2,10 (0,56) [0,01% 2,10 *(0,56)
5 0,038 2,00  "021) (0,038 2,004 (0,21) 10,035 2,004 "(0,21)
9 0,37 0,63  nz(0,84) (0,37 0,63°  nz(0,84) 0,37 0,63°  nz(0,84)
Ppo(SEM) 1z(0,59) *(0,60) nz(0,59) *(0,60) nz(0,59) *(0,60)
b 1 4,05 5,09°  nz(1,00) |4,05 5,09°  nz(1,00) 4,05 5,09°  nz(1,00)
5 6,91 8,29°  nz(1,58) |6,91 8,29°  nz(1,58) 6,91 8,29°  nz(1,58)
9 4,97 724 nz(2,19) |4,97 7,24 nz(2,19) |4,97 7,24 nz(2,19)
Po(SEM) nz(1,82) (1,49) nz(1,82) *(1,49) nz(1,82) *(1,49)
sol L 1 5408 51,76 nz(2,66) |54,08 51,76 nz(2,66) |54,08 51,76 nz(2,66)
5 55,54 5429 nz(1,44) |55,54 5429 nz(1,44) |55,54 5429 nz(1,44)
9 56,34 52,24  nz(2,96) |56,34 5224 nz(2,96) |56,34 5224  nz(2,96)
po(SEM) nz(3,04) nz(1,64) nz(3,04) nz(1,64) nz(3,04) nz(1,64)
a 1 0,96°  1,72°  nz(0,55) [0,96°  1,72* nz(0,55) [0,96°  1,72*  nz(0,55)
5 220 2,16°  nz(1,08) [2,20° 2,16 nz(1,08) [2,20° 2,16  nz(1,08)
9 0,73 020  nz(0,52) [0,73®  020° nz(0,52) [0,73®  020°  nz(0,52)
Po(SEM) *(0,67)  '(0,84) (0,67)  *(0,84) (0,67)  *(0,84)
b 1 413> 553°  nz(1,66) [4,13°  5,53°  nz(1,66) [4,13°  5,53°  nz(1,66)
5 8,50 8,14  nz(1,28) [8,50°  8,14°  nz(1,28) |8,50°  8,14°  nz(1,28)
9 6,81 7,85  nz(1,30) |6,81° 7,85 nz(1,30) |6,81° 7,85  nz(1,30)
po(SEM) *(1,58)  *(1,25) (1,58)  *(1,25) (1,58)  *(1,25)
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kontrola — nosilci (olje, 8krob, sol) brez dodanega ekstakta; zna¢ilnost vpliva: *“p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znaéilen vpliv, “"p < 0,01
statisti¢no visoko znagilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no nezna¢ilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; pr, statistiéna verjetnost vpliva n-3—obogatenja krme; vrednosti z razliéno nadpisano ¢rko znotraj vrstice (* %) se statisti¢no
znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med obicajnimi in #-3—obogatenimi mini fileji); pp, statistiCna verjetnost vpliva ¢asa
skladi$¢enja; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj stolpca (“*°) se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p <0,05; znadilnost razlik med
Casi skladiscenja)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, ”p < 0.01 highly
statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; p,
statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within rows (* ®) differ significantly (p < 0.05, significance
of differences between control and n-3—enriched chicken inner fillets; pp,statistical probability of storage time effect; means with a
different superscript within columns (*™ ) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between times of storage)

Priloga C.2: Vpliv razlicnih nosilcev (kontrola, olje, Skrob, sol) ekstrakta brinovih jagod na
instrumentalno izmerjeno barvo pri obicajnih in n-3—obogatenih mariniranih presnih mini filejih,
pakiranih v modificirani atmosferi, med devetdnevnim skladiS¢enjem pri temperaturi (4 +1) °C

Annex C.2: Effect of different juniper berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on
instrumental colour values of marrinated raw chicken inner fillets, originated from chicken fed with
ground whole flaxseed (#-3 enriched) and without (control), during 9 days of storing at temperature of
(4 £1) °C and in modified atmosphere

Obogatitev obicajen n-3

Nosilec kontrola olje  Skrob sol pN(SEM)|kontrola olje  Skrob sol PN(SEM)
Dan parameter

1 L 52,25 52,55 52,68 54,08 nz(2,35) [54,19° 53,84% 47.81" 51,76"B *(3,08)

a 1,754 1,128 0,01 0,965 *(0,45) (0,91 1,22 2,10 1,72 nz(0,63)
b 5,97 427 405 4,13 nz(1,37) |5,75 6,58 5,09 553 nz(127)
5 L 5425 56,21 56,54 55,54 nz(1,63) 51,85 53,69 55,52 54,29 nz(1,97)
a' 1,20%%  1,38*8 0,035 2,20* *(0,85) [2,74 1,95 2,00 2,16 nz(1,19)
b 6,48%  6,09° 6,91°F 8,50" *(1,12) 6,78 727 829 814  nz(1,33)
9 I 56,98 53,39 55,87 56,34 nz(3,16) [54,56 51,65 49,94 5224 nz(4,11)
a 0,96 1,32 037 0,73 nz(0,89) 2,57  1,30® 0,63%€ 0,20 "(0,53)

*

b 7,86 6,63 497 6,81 nz(1,89) 8,02 6,67 724 17,85 nz(1,61)
kontrola — nosilci (olje, 8krob, sol) brez dodanega ekstakta; znacilnost vpliva: ™“p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znaéilen vpliv, “p < 0,01
statistiéno visoko znaéilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznailen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; py, statisti¢na verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (™% <) se
statisti¢no znacilno razlikujejo (p < 0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi nosilci ekstrakta brinovih jagod)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly
statistically significant, “p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; px,
statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*® ©P) differ significantly
(p £0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers)
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Priloga C.3: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piScancev (n-3—obogatitev) in casa
skladiS¢enja pri temperaturi (4 1) °C na parameter oksidacije lipidov (TBK) v mariniranih pi$¢ancjih
mini filejih, pakiranih v modificirano atmosfero, pecenih na dvoplo$¢nem Zaru, v pecici in pecici IR
Annex C.3: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and storage time at
temperature of (4 £1) °C on lipid oxidation parameter (TBARs) of marinated chicken inner fillets,
packed in modified atmosphere, after thermal treatment on two-plated grill, oven and IR oven

TO IR pecica zar

Nosilec dan/obogatitev obi¢ajen n-3 pe(SEM)|obic¢ajen n-3 pe(SEM)|obicajen n-3 Pe(SEM)

kontrola 1 0265 0,40%® T(0,02) 0,38 0,29%  7(0,01) [0,39% 0,335  T7(0,00)
5 046  0,28° nz(0,03) |0,66° 040 1nz(0,07) |2,84 047  nz(2,36)
9 0,42 1,42°  "(0,05) [0,37°  045* nz0,03) |0,19° 036* "(0,01)
Po(SEM) nz(0,18) ~ (0,03) 7(0,06)  7(0,03) nz(1,93) nz(0,06)

olje 1 0,385  0,84%°  7(0,05) 044> 060° 7(0,02) 021° 0,30° 1nz(0,03)
5 0,475 1,54%  7(0,12) ]0,28%°  0,52°° nz(0,14) |0,38*  0,48"  nz(0,03)
9 035  0,35°  nz(0,02) {1,30°  1,52*  nz(0,05) |0,314% 0,27%° "(0,00)
po(SEM) *(0,03)  7(0,10) *(0,07) "(0,11) ’(0,03)  7(0,03)

skrob 1 036" 0,32  nz(0,03) [0,24° 037 1nz(0,03) [0,20  0,19° nz(0,03)
5 022 027  nz(0,02) [0,22° 026° nz(0,02) |0,41 0,37°  nz(0,07)
9 0,34 0,26  "(0,02) [0,41° 040" 1nz(0,03) |0,33  0,32* nz(0,03)
Po(SEM) *(0,02) 1nz(0,02) *(0,03)  "(0,03) nz(0,06) (0,03)

sol 1 0,40°  0,24%® 7(0,03) [0,85%* 025% 77(0,02) [0,15°  0,17° 1nz(0,01)
5 0,19°  0,22° nz(0,02) [0,36° 0,30 nz(0,05) [037*  0,39°  nz(0,03)
9 0,48 0,53  nz(0,05) [0,39°  031* nz(0,04) |0,33*  0,34*  nz(0,02)
Po(SEM) (0,03) (0,05) "(0,05) "(0,00) (0,03) "(0,02)

kontrola — nosilci (olje, §krob, sol) brez dodanega ekstakta; znailnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znaéilen vpliv, "'p < 0,01
statistiéno visoko znagilen vpliv, p < 0,05 statistiéno znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznagilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; pg, statistiéna verjetnost vpliva n-3—obogatitve krme; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (*®) se statisti¢no
znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med obicajnimi obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi mini fileji); pp, statisti¢na verjetnost vpliva
¢asa skladisCenja; vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko znotraj stolpca (*°) se statistiéno znagilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik
med Casi skladis¢enja)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly
statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg,
statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance
of differences between control and n-3—enriched inner fillets); pp,statistical probability of storage time effect; means with a different
superscript within columns (*>°) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between times of storage)
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Priloga C.4: Vpliv nacina toplotne obdelave (na dvoplosénem Zaru, v pecici in pecici IR) in nosilca
(kontrola, olje, Skrob in sol) ekstrakta brinovih jagod na parameter oksidacije lipidov (TBK) obi¢ajnih
in n-3-obogatenih mariniranih mini filejih, pakiranih v modificirani atmosferi, med devetdnevnim
skladi$¢enjem pri temperaturi (4 £1) °C

Annex C.4: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and juniper
berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on instrumental colour values, lipid oxidation
parameter (TBARs) after thermal treatment of marinated chicken inner fillets, originated from chicken
fed with ground whole flaxseed (n-3 enriched) and without (control), during 9-day storage in modified
atmosphere and at temperature of (4 £1) °C

nacin obicajen n-3

dan TO/nosilec kontrola olje Skrob  sol PN(SEM)| kontrola olje Skrob  sol PN(SEM)

1 IR 0.26%  0,38* 036 0,40" "(0,03) [0,40%  0,84% 0,325 0,24 "(0,04)
pedica 0,385 0,44% 024 0,85*  (0,02) |0,29% 0,60 0,37% 0,25  *(0,02)
Zar 0,394 0,21%°  020% 0,15% (0,03) |0,33%° 0,30 0,19%® 0,17  "(0,02)
pro(SEM)  “(0,01)  *(0,03) *(0,03) *(0,03) “(0,01)  *(0,04) “(0,03) *(0,01)

5 IR 0,46 0,47 0,22 0,19 nz(0,14) [028%  1,54* 0,27° 0,228 *(0,02)
pecica 0,66  028% 022 0368 0,08 |0,40 0,52° 026  030° 1nz0,09)
zar 2,84 038 041 037  nz(1,67) |047 048" 037 039"  nz0,05)
pro(SEM) nz(1,94) nz(0,07) nz(0,06) nz(0,05) nz(0,06) "(0,14) nz(0,03) "(0,02)

9 IR 0,42 035> 034 048 nz(0,04) [1,42* 0,35 026 0,53 (0,04
pedica 0,37%  1,30% 041  0,39%® "(0,04) |0,45%° 1,52%" 0,405 0,31  "*(0,04)
zar 0,195 0,31%® 033%  0,33*° (0,02) |0,36° 0,27° 0,32 034  1nz(0,02)
Pro(SEM)  *(0,05)  *(0,02) nz(0,03) *(0,03) *(0,02)  *(0,04) (0,02) 1nz(0,05)

kontrola — nosilci (olje, 8krob, sol) brez dodanega ekstakta; zna&ilnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znaéilen vpliv, p < 0,01
statistiéno visoko znagilen vpliv, p < 0,05 statistiéno znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznailen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; py, statistiéna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinoovih jagod; vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj vrstice (*P) se
statisti¢no znacilno razlikujejo (p < 0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi nosilci ekstrakta brinovih jagod); pro, statisti¢na verjetnost
vpliva nagina toplotne obdelave; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj stolpca (“*°) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05;
znacilnost razlik med nacini toplotne obdelave)
without — carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: " 'p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly
statistically significant, “p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; px,
statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*-2“P) differ significantly (p
<0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers); pro, statistical probability of type of thermal
treatment effect; means with a different superscript within columns (per parameter) (“*°) differ significantly (p < 0.05, significance of
differences between different types of thermal treatment)
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Priloga C.5: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piScancev (n-3—obogatitev) in ¢asa
skladiS¢enja pri temperaturi (4 £1) °C in v modificirani atmosferi na vsebnost posameznih in skupnih
oksidov holesterola (OH) in holesterola (mg/kg) ter obseg oksidacije (%) v presnih mariniranih
pis¢ancjih mini filejih

Annex C.5: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and storage time at
temperature of (4 £1) °C in modified atmosphere on content of individual and total cholesterol oxides

(OH) and cholesterol (mg kg™) as well as rate of oxidation (%) of raw marinated chicken inner fillets

OH kontrola olje $krob sol

dan/obogatitev obic¢ajen n-3 Pe(SEM) |obic¢ajen n-3 Pe(SEM) |obicajen n-3 Pe(SEM) |obicajen n-3 Pe(SEM)
Ta-HC

1 4,60"  0,00%  T7(0,16) |6,48%  8.42*°  (0,38) |[11,62% 9,29%  (0,53) [11,15® 11,77°  nz(0,57)
5 5,00 8,45 nz(2,68) 5,97 4,995  7(0,28) [2,42% 3,72*®  "7(0,16) |13,24% 8,32%  (0,55)
9 5,335 6,858 T'(0,31) [4,26% 2559 "7(0,92) (3,92 585" nz(2,13) 0,00 23,58  "(0,83)
o (SEM) nz(2,36) "7(0,31) "(0,28)  "7(0,79) "(0,36) 7°(1,99) “(0,50)  "°(0,80)

7B-HC

1 21,94%  1,89%  7(0,78) (20,34 228%  "7(0,72) |10,30" 941" nz(0,49) [491%  6,05*°  7(0,28)
5 3,32° 4,62° nz(1,03) [2,65°  2,57° nz(0,13) {1,63%  3,03**  "7(0,12) [5,78" 5,69 nz(0,29)
9 6,37° 6,66 nz(0,33) |55,91%¢ 87,49% "(3,67) (27,22 3,33%°  "(1,00) |10,22%* 18,94  (0,76)
o (SEM) (1,05) 77(0,24) 1,72) 7(2,53) “0,84) "(0,81) 0,37)  "(0,60)

200-HC

1 0,24 0,00%  "(0,01) {0,81*® 0,185  "%(0,03) |0,01® 0,96  7(0,03) 0,37 043"  7(0,02)
5 0,19 0,13° nz(0,12) 0,22 0,06%  77(0,01) [0,19® 0,16®  "(0,01) [0,45"  0,01%  "(0,02)
9 0,08% 0,62 "(0,02) |1,93% 0,61%  "7(0,07) |3.48* 028%  (0,17) [1,34*  1,14%  7(0,06)
o (SEM) nz(0,11) "7(0,02) "(0,06) 7(0,02) "(0,10) "(0,15) “0,04)  "7(0,04)

22-HC

1 2,66" 1,128 77(0,10) 8,815 14,07 7(0,59) [10,53% 16,00 T7(0,68) [7,28%  13,60*® "7(0,55)
5 11,61°  11,22°  nz(4,23) |7,50%°  9,03%  *(0,42) 7,93 5,33%  "7(0,34) [10,73% 15,44  77(0,66)
9 0,69% 534  7(0,19) 6,59%°  12,02°°  "7(0,48) |0,80%° 13,74 '(3,47) 13,10 14,09  nz(0,68)
o (SEM) (3,72) "(0,36) "(0,38)  "'(0,59) "(0,38) "'(3,24) 0,53) (0,72)

25-HC

1 8,99 1,20%  "(0,32) |3,17%° 0,31 (0,11) (3,04%  3,92%  T'(0,18) [0,39"°  0,27%  "(0,02)
5 0,125 0,66  "(0,12) |0,32%  0,07%°  "7(0,01) {1,06* 0,00%°  "7(0,04) [0,00%° 3,98  "7(0,14)
9 0,58 0,00%  "7(0,02) |16,06** 11,57%" (0,70) |1,87*" 0,95*®  nz(0,85) [22,29** 0,88  "(0,79)
pp (SEM) 0,24) "(0,04) 0,47) "7(0,33) ™0,11) "(0,79) '0,64) "7(0,12)

skupni OH

1 38,44 421%  "7(1,37) (39,61 25,26%  T(1,66) |35,50° 39,58"  nz(1,88) [24,10% 32,11*° (1,42)
5 20,25°  25,07°  nz(8,18) [16,67° 16,72° nz(0,83) |13,22° 12,24°  nz(0,64) |30,20°  33,45"  nz(1,59)
9 13,06 19,47°  "7(0,83) [84,76 137,28 "(5,70) |37,30" 24,15% T(5,61) [46,95% 58,62 T'(2,66)
o (SEM) (7,25)  "7(0,92) (2,74) "7(4,06) (1,53) 7(5,24) (1,76) 77(2,16)
oksidacija (%)

1 476" 0,55%  77(0,00) 5,217 3,30 "7(0,00) |4,78% 4,99 "7(0,00) [2,88%  3,77°°  "7(0,00)
5 2,57 2,94 nz(0,93) {2,005  2,17%  77(0,00) [1,76™  1,58%  T7(0,00) |3,56%  4,18*°  (0,00)
9 1,77%° 2,588 "(0,00) [9,60%*  14,214*  (0,00) |4,40%° 3,005 (0,60) [5,92% 6,56  "(0,00)
o (SEM) 7(0,82)  "(0,00) “(0,00) ""(0,00) “(0,00) "(0,56) (0,00) "'(0,00)
holesterol

1 768,93 765,61 1nz(38,36)[721,02° 740,75 1nz(36,55)|706,98" 753,33  nz(36,53)|811,93 819,85  nz(40,79)
5 750,43 827,06 nz(46,42)|818,59" 754,40 1nz(39,36)|738,70™ 763,05 nz(37,55)|818,59 766,71  nz(39,65)
9 726,60 736,65 1z(36,58)[797,73" 828,78  nz(40,67)|811,10° 778,07 nz(46,66)|745,59 83441 nz(39,56)
P (SEM) nz(43,79) nz(38,87) *(39,01) nz(38,78) *(37,68) nz(45,28) nz(39,64) nz(40,38)

kontrola — nosilci (olje, §krob, sol) brez dodanega ekstakta;znagilnost vpliva: *"p < 0,001 statistiéno zelo visoko znaéilen vpliv, “p < 0,01
statisti¢no visoko znaéilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznailen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; pg, statistiéna verjetnost vpliva n-3—obogatitve krme; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (*®) se statisti¢no
znacilno razlikujejo (p < 0,05; znacilnost razlik med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi mini fileji); pp, statisti¢na verjetnost vpliva ¢asa
skladi$¢enja; vrednosti z razliéno nadpisano ¢rko znotraj stolpca (“"°) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p < 0,05; znagilnost razlik med
Casi skladiscenja)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, ”p < 0.01 highly
statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; p,
statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance
of differences between control and n-3—enriched inner fillets); pp,statistical probability of storage time effect; means with a different
superscript within columns (per parameter) (*>°) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between times of storage)
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Priloga C.6: Vpliv razli¢nih nosilcev (kontrola, olje, Skrob, sol) ekstrakta brinovih jagod na vsebnost
posameznih in skupnih oksidov holesterola (OH) in holesterola (mg/kg) ter obseg oksidacije (%) v
presnih mariniranih obic¢ajnih in n-3—obogatenih mini piS¢ancjih filejih, pakiranih v modificirani

atmosferi med devetdnevnim skladi§¢enjem pri temperaturi (4 1) °C

Annex C.6: Effect of different juniper berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on content
of individual and total cholesterol oxides (OH) and cholesterol (mg kg™") as well as rate of oxidation (%)
of raw marinated chicken inner fillets, originated from chicken fed with ground whole flaxseed (n-3
enriched) and without (control), during 9 days of storing in modified atmosphere and at temperature of

(4 1) °C
obicajen n-3
OH dan/nosilec kontrola olje Skrob sol P~ (SEM)|kontrola olje Skrob  sol PN (SEM)
7a-HC 1 4,60  648% 11,62% 11,15% "(0,45) [0,00°  842° 920  11,77% (0,43)
5 5008 5978 2428 1324 (2,16) [8,45% 4,99 372¢ 8324 (0,33)
9 533% 4268 392% 0,00 (0,20) [6,85°  2559% 585  2358% (1,96)
7B-HC 1 21,94%  20,34% 10,30° 4,91° (0,80) (1,89 2,28° 941* 6,055 (0,29)
5 3,328 2,655 1,63 5,78%  (0,83) 4,62  2,57° 3,03¢  569% (0,21)
9 6,38° 5591 27228 1022° "(1,58) |6,66°  87,49* 3,330 18,94% (1,71)
200-HC 1 0,24 081* 0,01° 037° (0,02) [0,00° 0,18 096 043% (0,03)
5 0,198 022% 0,19® 0,45* 0,000 0,13% 0,06 0,06 001° (0,01)
9 0,08°  1,93% 348% 1,34 0,10) (0,62 0,61 0,28° 1,14 (0,14)
22-HC 1 2,66° 8815 10,53 7,28 (0,39) 1,12  14,07® 16,00 13,60° *(0,63)
5 11,61 7,51 7,93* 10,73 nz(3,38) 11,22 9,03¢ 533D 1544 "(0,54)
9 0,69 6,59 080° 13,10 "(0,37) |5,34®  12,02% 13,74% 14,09* “(3,05)
25-HC 1 8,99 3,17 3,04 039 0,25 [1,20® 031 39% 027 "(0,10)
5 0,12  032% 1,06 0,00 "(0,10) (0,66 0,07 0,00 398 (0,10)
9 0,58  16,06° 1,87 2229 "(0,69) (0,00  11,57* 0,95  0,88% *(0,76)
skupni 1 38,44"8 39,614 3550% 24,10° "(1,75) 4217  2526° 39,58% 32,11® (1,43)
OH 5 20,258 16,67% 13,22 30,20 *(6,55) [25,07° 16,72 12,24 33,44* (1,17)
9 13,06° 84,76 37,30 46,95% (2,62) |19,47° 137,28 24,15 58,62% *(5,51)
oksidacija 1 4,765  521% 4788 288" (0,000 [0,55°  3,30° 4,99  3,77°  *(0,00)
(%) 5 2,57 2,00 1,76 3,56 nz(0,74) [2,94® 2,17 1,58°  4,18* (0,00)
9 1,77° 9,60  4,40° 5928 0,000 (2,58 14,21 3,00  6,56% (0,53)
holesterol 1 768,938 721,028 706,98" 811,93 *(37,67) |765,61 740,75 753,33 819,85 nz(38,52)
5 750,43 818,59 738,70 818,59 nz(43,79) (827,06 754,40 763,05 766,71 nz(38,92)
9 726,60 797,73 811,10 745,59 nz(38,55)|736,65% 828,78" 778,07°B 834,41" *(45,14)

kontrola — nosilci (olje, §krob, sol) brez dodanega ekstakta; znailnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znaéilen vpliv, "'p < 0,01
statisti¢no visoko znaéilen vpliv, p < 0,05 statistiéno znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no nezna¢ilen vpliv; SEM, standardna napaka

povprecja; py, statistiCna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko znotraj vrstice (

statisti¢no znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razliénimi nosilci ekstrakta brinovih jagod)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, "p < 0.01 highly
statistically significant, “p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; px,
statistical probability of juniper berries extract carrier effect; means with a different superscript within rows (*% <P) differ significantly (p
<0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers)

A, B, (I,D) se



Penko A. Vpliv rastlinskih ekstraktov na zmanjSanje vsebnosti ...heterocikli¢nih aminov in oksidov holesterola... pis¢an¢jem mesu.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Priloga C.7: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piScancev (n-3—obogatitev) in casa
skladiS¢enja pri temperaturi (4 £1) °C na vsebnost kreatina, kreatinina in skupnega kreatina (mMol/kg)
v presnih mariniranih piS§¢anéjih mini filejih pakiranih v modificirani atmosferi

Annex C.7: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and storage time at
temperature of (4 1) °C on content of content of creatine, creatinine and total creatine (mMol kg”) of
raw marinated chicken inner fillets, packed in modified atmosphere

Nosilec kontrola olje Skrob sol

Dan/obogatitev obicajen n-3 Pe(SEM)|obi¢ajen n-3 pPe(SEM)|obicajen n-3 Pe(SEM)|obicajen n-3 Pe(SEM)
kreatin

1 5,03%  6,61°°  (0,01) |4,38°  5,89° nz(0,47) |6,12°  6,62° 1nz(0,02) |4,79% 6,03 7(0,32)
5 5,085 6,84"°  (0,30) (8,90 897" nz(0,02) |7,88% 825" (0,49) [597% 6,91%° *(0,02)
9 9,49° 934"  nz(0,47) (849"  8,18°  nz(0,01) |8,46% 10,86 "(0,27) (8,357 9,84 (0,29)
o (SEM) *%(0,34) "7(0,38) **(0,38) 7(0,39) "(0,38) "(0,44) "(0,33) 77(0,39)
kreatinin

1 0,24%  0,31** "(0,01) [0,20°  027° nz(045) 0,28°  0,30° nz(0,42) {0,237 0,29 (0,34)
5 0,24% 0,33 (0,32) 0,42 040" nz(0,44) |0,39°  0,39°  nz(0,51) |0,27%° 0,33 "(0,48)
9 046" 045" nz0,49) (0,39 039" nz(0,32) [0,39%  0,52* '(0,29) [0,39%* 0,45 *(0,46)
o (SEM) "(0,02) "7(0,02) "(0,02) "7(0,02) "(0,02) "(0,02) "(0,02) "(0,02)
skupni kreatin

1 5275 6,92*°  "(0,27) [4,58°  6,16° nz(0,02) |6,40°  6,92° nz(0,40) |5,02% 6,32 "(0,02)
5 533% 717" 7(0,01) [9,31° 937"  nz(0,42) (827" 8,64" (0,02) [6,24% 7,24* 7(0,46)
9 9,96  9,79° nz(0,02) |8,88"  8,57° nz(0,33) |8,85% 11,38 (0,01) |8,73%  10,29** (0,31)
po (SEM) "(0,36) """(0,40) "0,39) "(0,41) ™(0,40) "7(0,46) ™0,34) "(0,41)

kontrola — nosilci (olje, §krob, sol) brez dodanega ekstakta; znailnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znaéilen vpliv, "'p < 0,01
statistiéno visoko znagilen vpliv, p < 0,05 statistiéno znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznaéilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; pg, statistiéna verjetnost vpliva n-3—obogatitve krme; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (*®) se statisti¢no
znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi mini fileji); pp, statisti¢na verjetnost vpliva ¢asa
skladiiGenja; vrednosti z razli¢no nadpisano Grko znotraj stolpca (**°) se statistiéno znaGilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik med
Casi skladiscenja)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, ”p < 0.01 highly
statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg,
statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance
of differences between control and n-3—enriched inner fillets); pp, statistical probability of storage time effect;means with a different
superscript within columns (*>) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between times of storage)



Penko A. Vpliv rastlinskih ekstraktov na zmanjSanje vsebnosti ...heterocikli¢nih aminov in oksidov holesterola... pis¢an¢jem mesu.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Priloga C.8: Vpliv razli¢nih nosilcev (kontrola, olje, Skrob, sol) ekstrakta brinovih jagod na vsebnost
Kreatina, kreatinina in skupnega kreatina (mMol kg") v presnih obi¢ajnih in n-3—obogatenih pi§¢ané&jih
mini filejih, pakiranih v modificirani atmosferi, med devetdnevnim skladi§¢enjem pri temperaturi (4
1) °C

Annex C.8: Effect of different juniper berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on content
of creatine, creatinine and total creatine (mMol kg') of raw chicken inner fillets, originated from
chicken fed with ground whole flaxseed (-3 enriched) and without (control), during 9 days of storing in
modified atmosphere and at temperature of (4 1) °C

Obogatitev obicajen |n-3

Parameter Dan/nosilec kontrola olje Skrob sol  py (SEM) kontrola olje Skrob sol  px (SEM)
kreatin 1 5038 438°6,12% 4,79 *(0,26) (6,61  5,89% 6,62% 6,03%* *(0,31)

5 5,08”  8,90" 7,88% 5,97 (0,36) [6,84% 8,97 8,25 6,915 (0,39)
9 949" 8.49° 846" 835% (0,44) 9,34® 8,18 10,86 9,84% (0,48)
kreatinin 1 0,24 0,20 0,28* 0,238 (0,01) 0,31 0,27 0,30 0,29 nz(0,01)
5 0,24 0,42 0,39% 027° "(0,02) 10,33%  0,40* 0,39* 0,33% "(0,02)
9 0,46 0392 0,39% 0,395 ~(0,02) 045% 0,39 0,52% 0,45 (0,02)
skupni 1 527% 4,58 6,40* 5,02°® (0,27) 16,92* 6,16 6,92* 6,32%4 *(0,33)
kreatin 5 5332 93148278 6,24 (0,37) |7,17° 9,374 8,64 7,24 (0,41)

9 9,96" 888" 885" 8738 "(0,46) (9,79  8,57° 11,38 10,29® *(0,50)
kontrola — nosilci (olje, 8krob, sol) brez dodanega ekstakta; zna¢ilnost vpliva: *"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znaéilen vpliv, ~"p < 0,01
statistiéno visoko znaéilen vpliv, p < 0,05 statistiéno znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no nezna¢ilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; py, statistiGna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (*® < P) se
statisticno znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi nosilci ekstrakta brinovih jagod)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, ”p < 0.01 highly
statistically significant, “p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; px,
statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*® ©P) differ significantly
(p £0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers)
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Priloga C.9: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piScancev (n-3—obogatitev) in ¢asa
skladiS¢enja pri temperaturi (4 £1) °C na vsebnost posameznih in skupnih HAA (ng/kg) v pis¢ancjih
mini filejih, mariniranih samo z dodanimi nesilci (olje, Skrob in sol, brez dodanega ekstrakta brinovih
jagod), pakiranih v modificirano atmosfero, pecenih na dvoplos¢nem Zaru, v pecici in pecici IR

Annex C.9: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and storage time at
temperature of (4 1) °C in modified atmosphere on content of individual and total HAA (ng kg™) of
marinated chicken inner fillets with added carriers (oil, starch and salt, without juniper berries extract)
after thermal treatment on two-plated grill, oven and IR oven

Nacin TO IR pecica Zar

HAA dan/obogatitev obi¢ajen n-3 pp(SEM) obi¢ajen n-3  pp(SEM) obic¢ajen n-3  pg(SEM)

4,8-Di MelQ 1 0 0 -(0) 0 0° -(0) 0B 4% ()
5 0 0 - (0) 0 0°  -(0) 3bA 18 ™(0)
9 0 0 -(0) 0 28 (0) 7? 6* nz(1)
Pp(SEM) -0 - -(0) “(0) OO

7,8-DiMelQ 1 6" 1 ) 2" RO 6™ "(0)
5 78 0°  nz(5) 34 2% (0) 5° 5 nz(0)
9 0° 0°  nz(0) 1B 4% () 72 72 nz(0)
po(SEM) @y 0) “0)  (0) ) (0)

Glu-P-2 1 5274 23" () 1™ 100** *(4) 83 0 (3
5 77aA 283B *i*(O) 23aA 1 ch “*(1) 48cA 27bB Ma(z)
9 9cB 19cA “*(1) 8bB 18bA u(z) 64bA 43aB Ma(3)
Pp(SEM) )Y TR T3 T3 @)

harman 1 3204 6" (1) 13%8 24 (1) 3454 20 +(2)
5 45aA 7aB ***(0) 21aA 4bB wf(l) 42aA 3bB H*(l)
9 4A 4% 1(0) 3¢ 3 nz(0) 8§ 4b nz(3)
po(SEM) ) 1 ) Q)

IQ 1 OB laA M(O) 6aA OaB M(O) 0 0 _ (O)
5 0 [ (1)) o° 2 nz2) 0 0 -(0)
9 0 0°  -(0) o8 0 (0) 0 0 - (0)
Pp(SEM) nz(0)  "(0) (O -0 -

MelQ 1 694 358 (3) 49° 66" "(3) 156" 77 (6)
5 116aA 83aB ***(4) 893 3 ch ***(4) 104bA 59bB m(4)
9 38°B 84*4 (9) 28° 56°4 (11) 473% 53" «(158)
Pp(SEM) “®) ) nz(9) () T(a29) 3

MelQx 1 108°%  94°B *(5) 131° 133* nz(7) 153° 147°  nz(8)
5 164* 808 *(12) 1874 54® (9) 172% 147" «8)
9 36° 25°  nz(16)  58° 76°  nz(14) 416° 315" nz(52)
po(SEM) A7 3) 13 6) ~34) 27

norharman 1 10°® 194 (1) 0B 184 (1) 158 448 (2)
5 25aB 3laA m(l) lle 25bA m(l) SObB 60bA H(s)
9 ISbB 26bA “*(1) ISaB 313A “*(1) 163aA 123&8 **(6)
Pp(SEM) OO ) O @ TG

PhIP 1 78%A 52°8 (3) 438 93°A (4) 229 1008 "'(37)
5 170 58" +(35) 7378 191% ~*(4) 1167° 1084 nz(56)
9 99° 34° nz(50) 29%® 285* **(10)  2829*%  2230°® *(111)
po(SEM) “50) () “3) ) 34y ~(100)

vsota 1 356°%  234%B(15) 2588 443%A '(18) 696 1315 *(53)
5 604** 286" (45) 418 3238 ~(18)  1594°* 1389° *(75)
9 202° 191° nz(73) 147® 476" (17) 3968 2782%8 *(251)
Pp(SEM) NG a4 TEh "(e8) "™(139)

zna&ilnost vpliva: ““p < 0,001 statisti¢no zelo visoko zna&ilen vpliv, "p < 0,01 statistiéno visoko znacilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no
znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povpre¢ja; pg, statistiéna verjetnost vpliva n-
3—obogatitve krme; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (**) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik
med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi mini fileji); pp, statisticna verjetnost vpliva ¢asa skladi§¢enja; vrednosti z razliéno nadpisano ¢érko
znotraj stolpca (**°) se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik med ¢asi skladis¢enja)
levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically
significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg, statistical probability of enrichment effect; means
with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—enriched
inner fillets); pp,statistical probability of storage time effect; means with a different superscript within columns (**<) differ significantly (p
< 0.05, significance of differences between times of storage)
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Priloga C.10: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano pi§¢ancev (n-3—obogatitev) in ¢asa
skladiS¢enja pri temperaturi (4 £1) °C na vsebnost posameznih in skupnih HAA (ng/kg) v mariniranih
(z brinovim ekstraktom, vezanim na olje) piS¢anc¢jih mini filejih, pakiranih v modificirano atmosfero in
pecenih na dvoplo$énem Zaru, v pecici in pecici IR
Annex C.10: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n#-3 enriched) and storage time
at temperature of (4 +1) °C in modified atmosphere on content of individual and total HAA (ng kg™) of
marinated (with juniper berries extract bounded on oil) chicken inner fillets after thermal treatment on
two-plated grill, oven and IR oven

Nacin TO IR pecica Zar

HAA dan/obogatitev obi¢ajen n-3  pg(SEM) obifajen n-3  pp(SEM) obi¢ajen n-3  pp(SEM)

4,8-Di MelQ 1 0° 0 -(0) 0 0 - (0) 3PA 1B (0)
5 le OB **(0) 0 0 _ (0) 6aA 3aB k(l)
9 laA OB H(O) 0 0 _ (O) 7aA 2aB *(1)
Pp(SEM) (0 -(0) -0 -0 RO

7,8-DiMelQ 1 508 2B 0) 6° 6° nz(0) 4" FEE))
5 25% 1 11°8 12°4 (0) 6° 7° nz(1)
9 Ob Ob IIZ(O) 5cA 4cB *(0) 6aB SaA *(1)
Po(SEM) "5 ™0 nz(0)  "(0) O]

Glu-P-2 1 30P2 17%8 =) 0B 30PA “(3) 128 5307 “2)
5 43 7B () 11%8 121% "(3) 46° 46°  nz(2)
9 120A SbB ‘*(1) 16aA ch Ma(l) 56;1B 71aA **(2)
Po(SEM) MO NC)) ) (3) "2 "2

harman 1 8bB 16aA ***(1) 9bB 25bA w;(l) 25bB 38aA ***(2)
5 13aA 3bB ***(0) 193B 54aA H*(l) 6c Sb HZ(I)
9 4c 4b nz(l) ch 19cA m(l) 61aA 3bB m(3)
Pp(SEM) "0 nz(l) RO C)) MO

IQ 1 0% 0 -(0) 04 0 -(0) oA 0™ -(0)
5 0™ 0**  nz(0) 0* 0 -(0) 0> 0™ -(0)
9 OaA OaA HZ(O) OaA OaA _ (0) laA OaB »m(o)
Po(SEM) (0 -(0) nz(0)  -(0) O]

MelQ 1 5504 49 “(3) 598 104° (4) 42°8 114%™ (4)
5 g5 378 () 988 2274 (1) 94° 96°  nz(10)
9 32cA lle *w(l) 45cB 84CA m(3) 135aA 114aB k(6)
o(SEM) “Q) ) “Q) () Q) ™(5)

MelQx 1 780°% 1200 (51)  414%%  327°B (19) 251" 157" (10)
5 962** 84"  (22) 516" 455" " (3) 354° 324*  nz(33)
9 119¢ 58°  nz(33) 68° 73 nz(4) 256" 341%* (10)
o(SEM) ~(39)  ~(35) ~(12)  “(10) “06) ~(14)

norharman 1 0° 0 -(0) 0° 0° -(0) 31° 31°  nz(2)
5 16" 234 () 168 184 "(0) 106° 109°  nz(4)
9 23° 24 nz(5)  22* 13°B (1) 1058 143% (4)
Po(SEM) "3 nz4) O O) O

PhIP 1 1282 76 (5) 49°B 874 (4) 773% 5778 7 (34)
5 1934 70 (13) 116" 206 (1) 2080 2173 ~(14)
9 704 40°®  (11) 83° 83°  nz(4) 2036 2373 “(77)
o(SEM) o) *(12) “3)  3) “6d)  ~(28)

vsota 1 1006 13622 “(60)  537° 630" *(29) 1150°% 9758 *(53)
5 1341%4  224°8 (22)  789*B  1096°* (6) 2700* 2764 nz(43)
9 2654 158°% *(48) 241 2804 *(13) 2668 3055* **(101)
Po(SEM) NE RG] a7 20 G RG]

zna&ilnost vpliva: ““p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znagilen vpliv, "p < 0,01 statistiéno visoko znaéilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no
znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povpreéja; pg, statistiéna verjetnost vpliva n-
3—obogatitve krme; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (*) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik
med obi¢ajnimi in #-3—obogatenimi mini fileji); pp, statisti¢na verjetnost vpliva ¢asa skladiS¢enja; vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko

znotraj stolpca (

a,b,c

) se statisti¢no znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med ¢asi skladis¢enja)

levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically
significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg, statistical probability of enrichment effect; means
with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—enriched
inner fillets); pp,statistical probability of storage time effect; means with a different superscript within columns (**<) differ significantly (p

<0.05, significance of differences between times of storage)
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Priloga C.11: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano pi§¢ancev (n-3—obogatitev) in ¢asa
skladiS¢enja pri temperaturi (4 £1) °C na vsebnost posameznih in skupnih HAA (ng/kg) v mariniranih
(z brinovim ekstraktom, vezanim na Skrob) piS¢ancjih mini filejih, pakiranih v modificirano atmosfero
in pecfenih na dvoplo$¢nem Zaru, v pecici in pecici IR

Annex C.11: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (#-3 enriched) and storage time
at temperature of (4 +1) °C in modified atmosphere on content of individual and total HAA (ng kg™) of
marinated (with juniper berries extract bounded on starch) chicken inner fillets after thermal treatment
on two-plated grill, oven and IR oven

Nacin TO IR pecica Zar

HAA dan/obogatitev obi¢ajen #n-3  ppg(SEM) obi¢ajen n-3  pp(SEM) obi¢ajen n-3  pg(SEM)

4,8-Di MelQ 1 0 0 - (0) 0 0 -(0 34 1® (0)
5 0 0 -0 0 0 -(0) o™ 0 *(0)
9 0 0 -(0) 0 0 -0y 0 0° nz(3)
Po(SEM) -0 - -0 - 0O I )

7,8-DiMelQ 1 14 RO RO 6" nz(0)
5 4bA 3bB ***(0) loaA le ***(0) 6b 4b nZ(l)
9 1 laA 7aA ***(0) 3cA 2aB ”(0) 9a 9a IlZ(Z)
o(SEM) ) (0) ) (0) “0) ")

Glu-P-2 1 61 0B ) 57 0® @) 67 71 nz(3)
5 792A 11%B “(0) 7924 7bB “(2) 55bA 34bB “(2)
9 118 214 (1) 5B (O (1)) 96° 69°  nz(14)
Pp(SEM) (2) (1) T(3)  "(0) ) L

harman 1 18% 13%8 (1) 41° 128 (2) 33 46 Q)
5 27aA 17aB ***(1) 59aA 17aB ***(4) 8b 6b IlZ(l)
9 4 4 nz(0) 3¢ 3 ngl) 7P 6° nz(2)
Pn(SEM) () nz(l) E RN I ))

1Q 1 0 0 -(0) 0 0 -(0 0 0 -(0)
5 0 0 -0) 0 0 -0y 0 0 -(0)
9 0 0 -(0) 0 0 -0) 0 0 -(0)
Pp(SEM) -0 - -0 -9 -0 -

MelQ 1 T8 91Ph t(4) 89°A 29 (3) 113%% 96 *(5)
5 136aA 119aB *w(l) 113aA 7laB ***(0) 850A 39bB w(—/)
9 59CA 450B **(3) 22cB SObA **(5) 154aA 79aB *H(lz)
Po(SEM) E)RNC)) TS M2) E) I €0

MelQx 1 57°8 104°2 *(4) 25" 58°% ™(2) 112° 105°  nz(5)
5 1008 128 (1) 598 82 (6) 256°  234°  nz(34)
9 424 33 Q) 474 168 *(10) 585%  487%B *(46)
po(SEM) “2) ) “©9) (@) ~(13) (45

norharman | geA 0" ™(0) 16° 17° nz(l)  39° 38°  nz(2)
5 374 16" (0) 35° 36° nz2) 115 104°  nz(6)
9 350 298 +(Q) 25° 21° nz(3)  254% 1718 ~(18)
o(SEM) Sy “3) () S o)

PhIP 1 16°® 107°2 (4) 704 338 (3) 760°* 608 (34)
5 36°° 129** (1) 112*4 68" (2) 2139%4  1586" *(78)
9 21% 18 (1) 54%0 39" +(5) 3913*  2661°® *(93)
o(SEM) 1) ) ) ) ~(82) (68

vsota 1 244%8 321% (14) 305" 150°B (12)  1135%% 973 *(53)
5 425 429% (1) 4684 282%8 () 2687°%  2011° ~(108)
9 1784 1568 *(8) 167¢ 141° nz(12) 5032** 34918 *(136)
Pp(SEM) ) T(0) T(13)  "(6) (103) T(11l)

zna&ilnost vpliva: ““p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znagilen vpliv, "p < 0,01 statistiéno visoko znaéilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no
znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povpreéja; pg, statistiéna verjetnost vpliva n-
3—obogatitve krme; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (*) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik
med obi¢ajnimi in #-3—obogatenimi mini fileji); pp, statisti¢na verjetnost vpliva ¢asa skladiS¢enja; vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko
znotraj stolpca (**°) se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik med ¢asi skladis¢enja)
levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically
significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg, statistical probability of enrichment effect; means
with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—enriched
inner fillets); pp,statistical probability of storage time effect; means with a different superscript within columns (**<) differ significantly (p
<0.05, significance of differences between times of storage)
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Priloga C.12: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano pi§¢ancev (n-3—obogatitev) in ¢asa
skladiS¢enja pri temperaturi (4 £1) °C na vsebnost posameznih in skupnih HAA (ng/kg) v mariniranih
(z brinovim ekstraktom, vezanim na sol) pis¢ancjih mini filejih, pakiranih v modificirano atmosfero,
pecenih na dvoplo$énem Zaru, v pecici in pecici IR

Annex C.12: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n#-3 enriched) and storage time
at temperature of (4 +1) °C in modified atmosphere on content of individual and total HAA (ng kg™) of
marinated (with juniper berries extract bounded on salt) chicken inner fillets after thermal treatment
on two-plated grill, oven and IR oven

TO IR pecica Zar

HAA dan/obogatitev obi¢ajen n-3  ppg(SEM) obi¢ajen n-3  pg(SEM) obi¢ajen n-3  Px(SEM)

4,8-Di MelQ 1 0 0 -(0) 0 0 -(0) 1B %4 0)
5 0 0 -(0) 0 0 -(0) 6™ 48 (0)
9 0 0 -(0) 0 0 -(0) 114 18 =(0)
Po(SEM) -0 -0 -0 - T0) (0

7,8-DiMelQ 1 3PB 5PA “(0) 1B gPA “(0) 3B 5PA =(0)
5 7°8 10°* *(0) 13° 25" nz(6) 6™ g4 (1)
9 3° 3* nz(0) 3" 0 *(0) 10° 39" nz(16)
po(SEM) ~0)  (0) 5 () ) “(13)

Glu-P-2 1 TR 59%B (3 135 73PA (3 178 20 (1)
5 114* 73 *q0)  60° 101* nz(24) 76** 52 " (3)
9 ch ch ***(0) ObB 1 6cA w«( 1) 109;1A 42bB Ma(7)
Pp(SEM) TR T(2) (20)  T(2) o) )

harman 1 IOCB 32bA *H( 1) 1 8bB 42bA ***(2) 29aB 33aA *(2)
5 278 724 (0) 45° 57 nz(7) 2% 44 (0)
9 138 239 (1) 174 6B (1) 12° 13°  nz(2)
o(SEM) (1) () 5 ) Sy

1Q 1 0 0 -(0) 1% 0 (0) 6° 5° nz(0)
5 0 0 -(0) 1? 0* nz(l) O* oA -(0)
9 0 0 - (0) 1% 0 "(0) 0° 0° nz(0)
Pp(SEM) -0 - () T(0) TO)  "(0)

MelQ 1 117°%% 84" =(5) 2% 90" (4) 91°% 46" (4)
5 230 1878 *(3) 141° 168* nz(15) 219** 87  (8)
9 84CA 59CB w(4) 46cB 97bA *w(4) IOObA 84aB k(s)
o(SEM) 5 "(3) (1) () ~®) Q)

MelQx 1 306 74% (A1) 303*F 66 (11) 1418 93B (g
5 350 128" (2) 227° 126* nz(76) 393 343" nz(27)
9 SCB 270A »m(l) 37bB 74bA w«*(3) 569aB 952aA »m(17)
o(SEM) ) ") “62) () “18) (19)

norharman 1 14° 14° nz(1) 118 15% (1) 41° 46°  nz(2)
5 398 41 (0) 42° 41 nz(2) 1128 135% “(4)
9 19%4 16" (1) 3208 368 (2) 186" 16  (6)
Po(SEM) ) M "2 nz(l) o) )

PhIP 1 388 76" (3) 75° 68° nz(4)  849°  920° nz(44)
5 968 190** (1) 144° 173* nz(17) 2450°  2481% nz(93)
9 45°8  68* (3) 428 1474 *(5) 3518 1914 *(129)
o(SEM) “2) ") 14y () “(128) (40

Vsota HAA 1 566°  344°8 (23) 4971 364°° “(22)  1196°  1177° nz(59)
5 867*4  709°B *(3) 675  691* nz(11) 3264°  3114* nz(129)
9 175 203 *(9) 180 377°% *(15)  4516* 3061°® *(124)
Pp(SEM) (17 T(12) (18)  (15) "(143)  TT(58)

zna&ilnost vpliva: “"p < 0,001 statistiéno zelo visoko znagilen vpliv, "p < 0,01 statistiéno visoko znaéilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no
znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povpre¢ja; pg, statistiéna verjetnost vpliva n-
3—obogatitve krme; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (**) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik
med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi mini fileji); pp, statisticna verjetnost vpliva ¢asa skladi§¢enja; vrednosti z razliéno nadpisano ¢érko
znotraj stolpca (**°) se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik med ¢asi skladis¢enja)
levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically
significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg, statistical probability of enrichment effect; means
with a different superscript within rows (**) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—enriched
inner fillets); pp,statistical probability of storage time effect; means with a different superscript within columns (**<) differ significantly (p
< 0.05, significance of differences between times of storage)
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Priloga C.13: Vpliv nadina toplotne obdelave (na dvoplo§¢nem Zaru, pecici in pecici IR) in nosilca
(kontrola, olje, Skrob in sol) ekstrakta brinovih jagod na vsebnost posameznih in skupnih HAA (ng/kg)
v obicajnih in n-3—obogatenih pis¢ancjih mini filejih, pakiranih v modificirano atmosfero, po enem
dnevu skladiscenja pri temperaturi (4 1) °C

Annex C.13: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and juniper
berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on content of HAA (ng kg™) in chicken inner fillets,
originated from chicken fed with ground whole flaxseed (n-3 enriched) and without (control), after 1
day of storing in modified atmosphere and at temperature of (4 1) °C

Obogatitev obic¢ajen n-3

1. dan TO/nosilec kontrola olje  $krob sol PN(SEM)|Kkontrola olje  $krob sol PN(SEM)

4,8-DiMelQ IR 0 0P 08 0°¢ -(0) 0% 0® 0 0P -(0)
pedica 0 0" 0® 0® -0 08 0% 0 0° -(0)
sar Od 3aA ch le m(o) 4aA ch Od 2bA t«**(o)
Pro(SEM) -(0) 0 "0)  "(0) “0)  M(0)  -(0) (0)

7,8-DiMelQ IR 6™ 5P 3B 3R () 1% ¢ 1B 5B ()
peéica 2bC 6aA 6aA lcC *H(O) 7bA 6bA OCC 8aA *M(O)
Yar 7aA 4°C 6bA 3dB “(0) 6B 498 6 5B “+(0)
pTO(SEM) *M(O) H*(O) xu(o) ***(0) a*x(o) *M(O) *“(0) “*(O)

Glu-P2 IR 5B 30 g1PBA 77%A “3) 738 170%™  59% ()
petica 11°¢ 0¢ 578 13 (1) 100" 80" 0®  73A (4
zar 83aA lde 67bA 17CB ***(3) OdC 53bB 71aA 20cC ***(2)
pTO(SEM) *W(S) wf(l) *(3) ***(2) ***(3) *W(S) ***(2) ***(3)

harman IR 3% g 18 10 (1) [6% 16  13% 32% (1)
petica 13 9% 41 g% (1) [24%8 0 25 1B g0 ()
zar 344 25 33 g0 ) o™ 3 46t 3P ()
pro(SEM) () (D) "(2) (D) 0D I € ) I ) B @)

IQ IR ObB ObA ObA OaC m(o) laA ObA ObA ObB W(O)
peéica 6aA OCA OcA le »«w(o) OB OA OA OB _(0)
sar ObB ObA ObA 6aA m(o) ObB ObA ObA SaA m(o)
Pro(SEM) ™(0)  ,(0)  ,(0)  ™(0) =0)  0)  (0) (0)

MelQ IR 69%F 558 770 17 ) [35%C 49T 91 gaPA (3
pecica  49%C 594 89 72 3) 166 104 29 90" (4
Jar 156" 42%®  113°% 91 (5) 774 114% 96 46 (4)
proSEM) "(5) () "(5) () TG) ) @) ()

MelQx IR 108 780" 57 306™ (21) [94™ 1200** 104°* 74°®  **(30)
peéica 13 1CB 414aB 25dC 303bA *H(13) 133bB 327aB 58CB 66CC **k(9)
zar 153°%  251°C 1124 141" (9)  [147°% 157 105" 93°% (6)

norharman IR IObB OdB 8cC 14aB ***(0) 19aB OcB OcC 14bB w«(l)
peéica OCC OcB 16aB 1 le »m(o) lgaB OCB 17aB ISbB w«(l)
sar 1SCA 3 le 39aA 41aA »m(z) 44aA 3 ch 38bA 46aA t«**(z)
pTO(SEM) *w(l) wf(l) H*(l) *w(l) ***(1) *w(l) *w(l) wf(l)

PhIP IR 788 1288 16 38F (4 528 76 107°° 76 (4)
pecica 43 49% 70" 75 =(3) |93 g7 33C 68" (4
Zar 229 773" 760°A 849°A (35)  |1008** 5774 608 920" (40)
PoSEM) () 7(23) "(22) “(25) ~(29)  "(17) *(18) “(27)

vsota IR 356 1006 244% 566 (31) (234 1362% 321 344" *(36)
petica 2589 537°C 305 497°8 (21)  [443"B  630°C 150% 364 *(22)
zar 696™  1150** 1135 1196** **(53)  [1315** 975 973°* 1177 *(56)
Po(SEM) “(24)  7(47) ~(35) “(41) “@1) *(52) *(30) " (37)

kontrola — nosilci (olje, skrob, sol) brez dodanega ekstakta; znacilnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znagilen vpliv, “p < 0,01
statisti¢no visoko znacilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznadilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; py, statistiGna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (*® < P) se
statisticno znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razliénimi nosilci ekstrakta brinovih jagod); pro, statisti¢na verjetnost
vpliva nagina toplotne obdelave; vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj stolpca (“*) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05;
znacilnost razlik med nacini toplotne obdelave)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ""p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly
statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; py,
statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*-® <) differ significantly
(p 0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers); pro, statistical probability of type of thermal
treatment effect; means with a different superscript within columns (per parameter) (™ °) differ significantly (p < 0.05, significance of
differences between different types of thermal treatment)
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Priloga C.14: Vpliv nadina toplotne obdelave (na dvoplo§¢nem Zaru, pecici in pecici IR) in nosilca
(kontrola, olje, Skrob in sol) ekstrakta brinovih jagod na vsebnost posameznih in skupnih HAA (ng/kg)
v obicajnih in n-3—obogatenih pis¢ancjih mini filejih, pakiranih v modificirano atmosfero, po petih dneh
skladi$¢enja pri temperaturi (4 £1) °C

Annex C.14: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and junper
berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on content of HAA (ng kg™) in chicken inner fillets,
originated from chicken fed with ground whole flaxseed (#-3 enriched) and without (control), after S
days of storing in modified atmosphere and at temperature of (4 £1) °C

Obogatitev obicajen n-3

5.dan TO/mnosilec kontrola olje  $krob sol PN(SEM) kontrola olje  Skrob sol Pn(SEM)

4,8-DiMelQ IR 0°¢ 10 0 0) 0% 0 0™  0C  nz(0)
peéica OaB ObB ObB OaB »m(o) OaB ObB ObB OaB n(o)
sar 3bA 6aA 4bA 6aA w(l) ch 3bA 3bA 4aA ***(0)
pro(SEM) ™(0) (1) "(0) "(0) 0)  (0)(0) ()

7,8-DiMelQ IR 7° 753 75 “(6) 0C 1°C 0B 10° “(0)
peéica 3 llB 10A 13 IlZ(4) ch 12bA ch 25aA ***(1)
Jar 5 6 6 6 nz(0) 5™ 7B A g ey
Pro(SEM) nz(4)  (5)  "(0) nz(5) =0y U0) (1) (1)

Glu-P2 IR 77°%A 435 79PAT 11434 “(7) 7gPA 7dC 118 73 (1)
petica 23" 11" 72® 60™ 7). 11 121" 7 101" Q)
sar 48cB 46CA SSbC 76aBA Hs;(}) 27dA 46bB 34cA SzaC ”*(1)
pro(SEM)  "(2) “(2) "(3) nz((22) “(1) “(3) (0) (1)

harman. IR L B A VA A O
petica 21 194 594 45" v5) 4 5408 17A STB ()
231' 42aB 6bC 8bC 20C »m(l) 3bB SabB 6aB 4bC .(1)
pTO(SEM) n*(l) *n(l) *u«(3) n*(s) n(l) n*(l) u*(l) u*(l)

1Q IR 0 0 0 0 -(0) 0 0 0 0 -(0)
petica 0 0 0 0 -(0) 0 0 0 0 -(0)
Zar 0 o 0 0 -« 0 0 0 0 0
pro(SEM) -(0) m () (O (V) -(0) -0 (0 -0

MelQ IR 16 85 136" 230" (4)  83F  37%C 119" 187 (6)
pecica 89°¢  98®  113*® 141 (1) 319 2274 71 168" (2)
Jar 104b3 94b 85bC 219aA *"(10) 59bB 96aB 390C 87aC w«(s)
p1o(SEM) “(5) nz(8) ™(2) ™(14) “(2) () () ()

MelQx IR 164 962** 100" 350°PA ~(18) 80" 84" 128" 128 (2)
pecica 187° 516" 59°C  227°B v(54) 54 4554 8B 126"B (4
Zar 172° 354°C 256" 393" t(24)  147°%  324°® 234" 343*% (31)
Pro(SEM) nz(12) ™(30) "(9) '(63) ) (d3) @271 "(19)

norharman IR 258 16 37°8 39 (1) 31 23 16 41 (1)
pecica 114 16 358 428 2) 25 18 36" 41 (1)
Zar 50 106* 115 112°* **(5) 60°* 109%4 104°% 135 *(4)
pTO(SEM) ***(2) *W(S) H*(4) ***(4) H*(z) ***(2) ***(4) ***(0)

PhIP IR 170 193" 36 96"  (25)  58FC 70C 129 190 (9)
petica 73 116° 112°% 144 ~(12) 191" 206™ 68 173 ~(2)
zar 1167°*  2080°* 21394 2450° **(87)  1084™* 2173 1586°* 2481** **(39)
Dro(SEM) (d44) (1) “(62) (72) ~G1)  ~(12) "(16) ~Q7)

vsota IR 604 1341% 4257 867" (35) 2867  224%C 429 709" *(4)
petica  418%  789% 468 675" (14) 323 1096" 282°C 691" *(8)
Zar 1594°%  2700°* 2687° 3264 *(116) 1389  2764°* 2011°* 3114** ***(66)
pio(SEM) “(60)  (35) “(78) ~(95) @1y (19) (A1) (8)

Legenda: glej prilogo C.13; legend: see annex C.13
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Priloga C.15: Vpliv nadina toplotne obdelave (na dvoplo§¢nem Zaru, pecici in pecici IR) in nosilca
(kontrola, olje, Skrob in sol) ekstrakta brinovih jagod na vsebnost posameznih in skupnih HAA (ng/kg)
v obifajnih in n-3—obogatenih piS¢ancjih mini filejih, pakiranih v modificirano atmosfero, po

devetdnevnem skladiS¢enju pri temperaturi (4 1) °C

Annex C.15: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and juniper
berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on content of HAA (ng kg™) in chicken inner fillets,
originated from chicken fed with ground whole flaxseed (#-3 enriched) and without (control), after 9
days of storing in modified atmosphere and at temperature of (4 £1) °C

obogatitev obicajen n-3

9.dan TO/nosilec kontrola olje  Skrob sol Px(SEM)|Kkontrola olje  Skrob sol PN(SEM)

4,8-Di MelQ IR 08 R O) 0¢ 0 0P 0° nz(0)
peéica OaB OcC chB ObB »m(o) zaB Oc OcB ObB #**(0)
sar 7bA 7bA 11aA 11aA »«»«(1) 6aA 2ab 7aA le #(2)
pro(SEM) (1)  "™(0) (1) "(0) () nz(l) 2)  (0)

7,8-D1MCIQ IR ObB ObC ObC 3aB *H(O) OcC ObC OCB 3aB *M(O)
peéica 1CB SaB 3bB 3bB *H(O) 4aB 4aB 2bB OCB *M(O)
sar 7bA 6bA 9aA IOaA *M(O) 7bA 8bA 9bA 39aA a(l 1)
Do(SEM) (1) 7(0) (0)  “(0) ) 0) () (13)

Glu-P-2 IR o8 12°C 11 1 () 19° R D))
peéica 8bB 16aB SbB OcB m(z) lgaB 1dC locB 16bB W(l)
Jar 64° 564 96" 109™ (7) 434 71 69* 42 <(10)
PoSEM) “(3) () “(6) "(5) “2) () (1) (0)

harman IR 4bB 4bB 4bB 1 3aB *H(O) 4b 4bB 4b 23aA *w( 1 )
peéica 3bB ch 3bB 17aA ***(1) 3c 19aA 30 6bC w«(l)
sar Sch 61aA 7cA lsz ***(2) 4b 3bB 6b 13aB ‘*(2)
P1o(SEM) '(2) T2 M) (L nz(l) ™(2) nz2) (1)

IQ IR 0*A 0 0° 0 nz(0) [0 0 0 0 -(0)
pecica 04 0 1° 1 0) 0 0 0 0 -(0)
Jar 0 1o 0°B  (0) 0 0 0 0 -(0)
P1o(SEM) -(0) “'(0) nz(0) "(0) -(0) 0 - -0

MelQ IR 388 32°C 5Q°B g4 () 844 11 45 50°C  (3)
pecica 28°B 458 220 46C  (8) 56 84° 50 97 (4
Jar 473* 135° 1544 100" +(112)  [53°B 1144 79°4 848 =9
pro(SEM) "(129) "™(4)  "(5) (5) T3) T4 10 TE)

MelQx IR 36°8 119 42°B g =(26) |25 58°C 33" 27T (3
pedica 588 685 47  37%  nz(12) |76 73168 74 (3)
Jar 416° 256 585% 569% 1(33)  [315%%  341%% 487°4 95274 *"(40)
Dio(SEM) “(38)  ~(28) “(13) “(14) ~Q7) ) TG8) Q)

norharman IR 155 23°8 35 19C () |26 248 29% 16" (3)
pedica 158 22°B  psPB 308 (g 318 139C 218 36 (1)
ar 163% 105 254* 186™ (13)  [123%* 143" 171 16®  ™(9)
Po(SEM) “(0)  (4) (14) (5) w5y ) ) ()

PhIP IR 99" 705 21% 45 nz(36) [34°° 40" 18  68C  (5)
pegica 20 83 54" 4B gy 285 g3B 398 47" (g)
Jar 2829°4  2036% 3913 3518%* **(112) [2230°* 2373%* 2661%4 }314“A "(14)
Dro(SEM) (A1) 7(59) “(49) “(104) M1 23) (6d) “T(50)

vsota IR 2025 2658 178% 175 nz(62) [191°C  158°C 156°° 203*C (9)
pedica 147°% 241" 167°® 180°® (11) [476"®  280® 141 377°%  ~(17)
ar 39684 2668 5032 4516™ **(185) 27824 3055 3491** 3061°* "(39)
pro(SEM) “*(171)  **(86) “(61) “(102) “(128)  ™(30) "(101) "(134)

Legenda: glej prilogo C.13; legend: see annex C.13
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Priloga C.16: Vpliv nadina toplotne obdelave (na dvoplo§¢nem Zaru, pecici in pecici IR) in nosilca
(kontrola, olje, Skrob in sol) ekstrakta brinovih jagod na izgubo mase (%) toplotno obdelanih obic¢ajnih
in n-3-obogatenih pisc¢ancjih mini filejev po devetdnevnem skladi$¢enju pri temperaturi (4 £1) °C

Annex C.16: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and plant extract
carrier ( without, oil, starch and salt) C on weight loss (%) after thermal treatment of chicken inner
fillets, originated from chicken fed with ground whole flaxseed (n-3 enriched) and without (control),
after 9 days of storing in modified atmosphere and at (4 1) °C

Obogatitev  obicajen n-3

dan TO/nosilec kontrola olje Skrob sol  px (SEM)kontrola olje Skrob sol px (SEM)

1 1R 33,1 29,1 31,2 359 - 37,7 34,3 32,1 339 -
pecica 32,5 359 34,7 33,1 - 34,5 340 353 389 -
zar 25,5 28,1 32,3 30,8 - 37,5 29,9 31,4 355 -
pro (SEM) - - - - - - - -

5 IR 35,8 348 36,0 329 - 34,9 28,4 343 36,3 -
pecica 36,5 34,3 34,8 37,6 - 10,3 32,3 37,3 39,0 -
zar 26,6 26,6 24,8 28,5 - 25,6 25,7 27,0 32,0 -
pro (SEM) - - - - - - - -

9 IR 34,2 37,0 19,4 34,7 - 36,8 39,4 40,7 398 -
pecica 34,4 35,6 36,1 348 - 42,1 388 36,3 439 -
zar 27,8 27,3 29,6 33,1 - 31,3 27,1 32,2 29,6 -
pro (SEM) - - - - - - -

kontrola — nosilci (olje, $krob, sol) brez brinovega ekstrakta; SEM, standardna napaka povprecja; py, statistiCna verjetnost vpliva nosilca
ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (* % <) se statistiéno znagilno razlikujejo (p <0,05;
znacilnost razlik med razli¢nimi nosilci ekstrakta brinovih jagod); pro, statisticna verjetnost vpliva nacina toplotne obdelave; vrednosti z
razli¢no nadpisano &rko znotraj stolpca (“*°) se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p <0,05; znaéilnost razlik med razliénimi naéini toplotne
obdelave)
without - carriers (oil, starch, salt) without extract; SEM, standard error of mean; py, statistical probability of juniper berries extract
carriers effect; means with a different superscript within rows (*® < P) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between
different juniper berries extract carriers); pro,statistical probability of types of thermal treatment; means with a different superscript within
columns (**°) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between different types of thermal treatment)
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Priloga C.17: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano pi§¢ancev (n-3—obogatitev) in ¢asa
skladiS¢enja pri temperaturi (4 +£1) °C na senzori¢ne lastnosti v modificirano atmosfero pakiranih

mariniranih pis¢ancjih mini filejev po pecenju na dvoplo$¢nem Zaru, pecici in pecici IR

Annex C.17: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (#-3 enriched) and storage time
at temperature of (4 1) °C in modified atmosphere on sensory properties marinated chicken inner
fillets after thermal treatment at two-plated grill, oven and IR oven

TO IR pecica Zar
Nosilec Parameter Dan/obogatitev obi¢ajen n-3  ppg(SEM)|obic¢ajen n-3  pp(SEM)|obiajen n-3  pg(SEM)
kontrola tuji vonji 1 1,0 1,0 -(0) 1,0° 1,2 nz(0,2) (1,0 1,0 -(0)
5 1,3 1,0 nz02) [2,0° 1,8  nz(0,1) |1,0 1,0 -(0)
9 1,0 1,3 nz(0,2) [1,0° 1,5 nz(0,4) |1,0 1,3 nz0,2)
Po(SEM) nz(0,1) nz(0,1) “(0)  nz(04) -(0) nz(0,1)
sarkost 1 1,0 RO 1,0 1,0° -0 1,0 1,0 -0
5 1,0 1,0 -0 1,0 1,0°  -(0) 1,0 1,0 -(0)
9 1,0 1,3  nz(02) |1,0 1,8 ™(0,2) (1,0 1,0 -(0)
Po(SEM) -(0) nz(0,1) -(0) “(0,1) -(0) -(0)
WOF 1 1,0° 1,0°  -(0) 1,0° 1,0°  -(0) 1,0 1,0 -(0)
5 1,5° 1,3 nz(02) |[1,3° 1,3 nz(0,3) [1,0 1,0 -0
9 1,8 1,8 nz(0,3) [2,5° 2,5 ~(0) 1,0 1,0 -(0)
Pp(SEM) “0.1)  *(0,2) 0,1)  ™(0,1) -(0) 0)
tuje arome 1 1,2° 1,0  nz02) [1,0 1,2°  nz(0,2) [1,0 1,0 -0
5 1,8° 1,0 02 |15 1,8 nz(0,4) [1,0 1,0 -(0)
9 1,0° 1,3  nz(0,22) |1,5 1,5®  -(0) 1,0 1,0 -0
Po(SEM) (02)  nz(0,1) nz(0,3) *(0,2) -(0) (0)
olie  tujivonji 1 1,8 1,5 nz(0,4) [1,7 1,5 nz0,1) [1,5 1,2 nz(0,6)
5 2,0 20 -(0) 1,08 1,5 (0) 2,04 1,55 (0)
9 1,5° 1,5  -(0) 1,5 1,5  nz0,90) [2,0* 1,55 (0)
Pp(SEM) '(0,2) nz(0,3) nz(0,3) nz(0) nz(0,5) nz(0,2)
sarkost 1 1,0 L0 -(0) 1,0 1,0° -0 1,0 1,0 -0
5 1,0 1,0 -0 1,0 1,0° -0 1,0 1,0 -0
9 1,0 1,0 -0 1,0 2,00 (0) 1,3 1,0 nz(0,2)
Pp(SEM) -(0) -(0) -(0) (0) nz(0,1) -(0)
WOF 1 1,0° 1,0°  -(0) 1,0° 1,0 -(0) 1,0 1,00 -(0)
5 1,3® 23 03 [1,3° 1,5  nz(0,2) [1,0 1,0°  -(0)
9 1,5° 1,3° 2,0° 1,5 nz04) |1,3° 2,5 *(0,2)
Po(SEM) (0,1)  "™(0,2) "(0,1) 1nz(0,3) nz(0,1) ""(0)
tuje arome | 4778 42 nz(0,3) [5,02  23%F (0,6) [43* 355 (0,2
5 4,0 3,00 nz0,5) [3,5° 4,5 "(0) 3.8% 3,5 nz(0,6)
9 3,5 3,00 nz02) [2,0° 33°  nz02) [3,3° 3,0 nz02)
Po(SEM) (0,3)  "(0,3) “0,3)  "(0,4) nz(0,5) nz(0,3)
Skrob  tuji vonji 1 1,2 1,2 nz(0,3) |1,2° 1,2 nz(0,3) (1,2 1,0 nz(0,2)
5 1,8 1,8  nz0,3) 2,04 1,5%  (0) 1,3 1,0 nz0,2)
9 1,3 1,3  nz(0,3) |[1,5° L5 -(0) 1,3 1,3 nz0,3)
po(SEM) nz(0,3) nz(0,3) “(0,2) nz(0,2) nz(0,3) nz(0,1)
sarkost 1 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 -0
5 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 -0
9 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 -(0)
Pp(SEM) -(0) -(0) -(0) -(0) -(0) ~(0)
WOF 1 1,0° 1,0°  -(0) 1,0° 1,0°  -0) 1,0° 1,00 -(0)
5 2,04 1,5 (0) 2,0 2,00 ~(0) 23 1,5 7(0,2)
9 1,5° 1,5 -(0) 2,5 1,3 ™(0) 1,0° 1,0°  -(0)
o (SEM) <o) o) 20y o) “0.0) 0)
tuje arome 1 2,0 1,8 nz(0,4) [1,5° 2,3 nz(0,5) (2,3 1,7 nz(0,6)
5 2,0 1,8  nz(0,4) [2,3* 1,5 0,18) [2,0* 1,05 (0)
9 2,0 1,8  nz(02) [2,0° 1,5  (0) 2,04 1,55 (0)
Pp(SEM) nz(0,3) nz(0,4) nz(0,3) °(0,3) nz(0,2) nz(0,4)
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Nadaljevanje priloge C.17: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piScancev (n-
3—obogatitev) in ¢asa skladiS¢enja pri temperaturi (4 1) °C na senzori¢ne lastnosti v modificirano
atmosfero pakiranih mariniranih pis¢ancjih mini filejev po pefenju na dvoplo$¢nem Zaru, pecici in
pecici IR

Continuation of annex C.17: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (7-3 enriched)
and storage time at temperature of (4 £1) °C in modified atmosphere on sensory properties marinated
chicken inner fillets after thermal treatment at two-plated grill, oven and IR oven

TO IR pecica Zar
Nosilec Parameter Dan/obogatitev obi¢ajen n-3  ppr(SEM)|obic¢ajen n-3  pp(SEM)|obiajen n-3  pg(SEM)
sol tuji vonji 1 1,0 RO 1,0° 1L,0°  -(0) 1,0 1,0 -(0)
5 1,08 1,5 (0) 2,0 1,5  nz(0,4) |[1,0 1,0 -(0)
9 1,3 1,0°  nz(02) |[1,5° 1,5*  nz(0,2) |1,3 1,0 nz0,2)
Po(SEM) nz(0,14) "*(0) (03) (0 nz(0,1) -(0)
zarkost 1 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 -0
5 1,0 L0 -0 1,0 L0 -0 1,0 1,0 -(0)
9 1,0 1,0 -(0) 1,0 L0 -0 1,0 1,0 -(0)
Po(SEM) -(0) -(0) (0 (0 -(0) ~(0)
WOF 1 1,0° 1,0° -0 1,0° 1,0° -0 1,0 1,0 -0
5 1,3% 1,8 nz(0,3) [2,0°® 254 “02) 1,3 1,0 nz0,2)
9 1,5% 1,0 (0) 2,5 2,00 nz(0,4) |1,0 1,0 -0
Pp(SEM) N(S (V90 O 03 nz(0,1) -(0)
tuje arome 1 1,5 L7 nz(0,2) |[1,7 1,2 nz(0,2) 1,7 1,3 nz(0,3)
5 1,3 1,0°  nz(02) |1,5 1,5 -(0) 2,04 1,5 ™(0)
9 1,54 1,0°8  (0) 1,8 1,5  nz(02) |1,5° 1,5  -(0)
Po(SEM) nz(0,1) *(0,2) nz(0,2) nz(0,2) (0,2)  nz(0,2)

kontrola — nosilci (olje, $krob, sol) brez dodanega ekstakta; znacilnost vpliva: ““p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv, “p < 0,01
statisti¢no visoko znadilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no znadilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; pg, statistiéna verjetnost vpliva n-3—obogatitev krme; vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj vrstice (*®) se statisti¢no
znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med obicajnimi in #-3—obogatenimi mini fileji); pp, statistiCna verjetnost vpliva ¢asa
skladiiGenja; vrednosti z razli¢no nadpisano Grko znotraj stolpca (**°) se statistiéno znaGilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik med
Casi skladiséenja)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; evels of significance: “'p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly
statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg,
statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within rows (*®) differ significantly (p < 0.05, significance
of differences between control and n-3—enriched muscles); pp,statistical probability of storage time effect; means with a different
superscript within columns (per parameter) (*>°) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between times of storage)
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Priloga C.18: Vpliv nadina toplotne obdelave (na dvoplo§¢nem Zaru, pecici in pecici IR) in nosilca
(kontrola, olje, Skrob in sol) ekstrakta brinovih jagod na senzori¢ne lastnosti toplotno obdelanih
mariniranih obi¢ajnih in n-3—obogatenih mini filejev, pakiranih v modificirani atmosferi, med
devetdnevnim skladiS¢enjem pri temperaturi (4 £1) °C

Annex C.18: Effects of type of thermal treatment (two-platted grill, oven and IR oven) and juniper
berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on sensory properties after thermal treatment of
marinated chicken inner fillets, originated from chicken fed with ground whole flaxseed (n-3 enriched)
and without (control), during 9 days at (4 £1) °C in modified atmosphere

Obogatitev obic¢ajen n-3
Dan Parameter TO/nosilec kontrola olje  Skrob sol PnN(SEM) [kontrola olje  $krob sol PnN(SEM)
1 tuji IR 1,0 1,84 128 1,08 0,2 [1,0 1,5 1,2 1,0 nz0,3)
vonji petica 1,0 1,7 12 1,0 nz032) |12 1,5 1,2 1,0 nz0,0)
ar 1,0 1,5 12 1,0  nz046) |1,0 12 1,0 1,0 nz0,)
P1o(SEM)  -(0) nz(0,6) nz(0,3) -(0) nz(0,2) nz(0,4) nz(0,2) -(0)
sarkost IR 1,0 10 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 1,0 1,0 -0
pecica 1,0 1,0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 1,0 1,0 -0
ar 1,0 1,0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 1.0 1.0 -0
Pro(SEM) -(0) “0) ~0) 0 0 -0)  0) 0
WOF IR 1,0 1,0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 1,0 1,0 -0
pecica 1,0 1,0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 1,0 1,0 -0
ar 1,0 1,0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 1,0 1,0 -0
P1o(SEM)  -(0) “0)  -(0) 0 (0 -0) -0 -0
tuje IR 1,2¢ 475 2,0% 1,55 02 [1,0° 424 1,85 1,77 *(0,4)
arome pegica 1,08 500 1,58 1,78 04) (1,28 2,3% 234 128 7(0,5)
Zar 1,0° 43 238 17 03 |[1,0° 3,5 1,78 138 (0,4)
p1o(SEM) 1nz(0,2) nz(0,4) nz(0,3) nz(0,2) nz(0,2) (0,4 nz(0,6) nz(0,3)
5 tuji IR 1,3%8 2,0" 1,84 1,0 0,2) [1,0°°  2,0% 1,§® 1,5 (0,1)
vonji pedica 2,04 1,0 20" 20" *03) [1,8 1,5 1,5 1,5*  nz(0,1)
ar 1,0°¢ 2,0 1,3 1,0 0,2) (1,08 15" 1,0 1,0°® (0)
proSEM) ™(0,1)  ™(0) "(0,2) "(0,3) "0, O)  "(0,1) "(0)
sarkost IR 1,0 1,0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 10 1.0 -0
petica 1,0 1,0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 1,0 1,0 -0
Zar 1,0 1,0 1,0 1,0 -0 1,0 1,0 1,0 1,0 -0
P1o(SEM) -(0) -0) -(0) -0 -(0) -0  -(0) -0
WOF IR 1,5% 1,38 2,08 13 70,2 [1,3¢ 2,3 1,5%C 1,8 7(0,2)
pecica 1,38 138 20% 2,0 0,2 [1,3° 1,5 2,0™B 138 (0,2
ar 1LO® 1,08 23* 1,3*® 0,2 |[1,0° 1,0® 1,5 1,0 (0)
proSEM)  “(0,1)  nz(0,2) nz(0,1) "(0,2) nz(0,2) (0,1) (0) *(0,2)
tuje IR 1,8" 405 2,0% 13 04 [1,0° 3,0 1,88 1,0 (0,3)
arome pedica 1,5¢ 3,5 23% 1,5 0,3) (1,8 45 1,5 1,5 (0,1)
zar 1,0¢ 3,84 2,08 2,00 0,4 [1,0°C 35 1,0 1,58 =(0,3)
P1o(SEM)  nz(0,3) nz(0,5) nz(0,3) “(0,1) 0,1) ‘(04 "(0,1) ™(0)
9 tuji IR 1,08 1,54 1,3%8 13% 10,2)  [1,3% 1,57 13*F 1,0 *(0,2)
vonji pecica 1,0¢ L5 1,50 1,32 0,1 [1,5 1,5 1,5 1,5* nz0,3)
Zar 1,08 2,0 13% 138 0,2) [1,3%B 0 1,54 1,3 1,0 (0,1
pro(SEM) -(0) "(0) nz(0,2) nz(0,3) nz(0,4) -(0) nz(0,2) "(0)
sarkost IR 1,0 10 1,0 1,0 -0) 1,3° 1,0° 1,0 1,0 nz0,1)
pedica 1,0 1,0 1,0 1,0 -0) L,8® 20" 1,0 1,0 (0,1
zar 1,0 13 1,0 1,0 nz0,2) [1,0° L0° 1,0 1,0 -0
P1o(SEM)  -(0) nz(0,1) -(0)  -(0) 02) O -0) -0
WOF IR 1,8° 1,5 1,5 1,5° nz(0,2) [1,8"*  1,3°BC 1,58 1,0°C (0,2)
pegica 2,5 2,0 2,0 25" "(0) 2,5 1,5% 1,58 20" 1(0,4)
Zar 1,0° 1,3° 1,0 1,0° nz(0,1) [1,0® 25 1,0°® 1,0°® (0)
Do(SEM) “(0.1)  (0.1) "(0) "(0) S00) 7H03) "0) (0.3
tuje IR LOP 3,54 20° 1,55 (0) 1,3%C 3,00 1,85 1,0 "(0,2)
arome pedica 1,5 3,0 2,08 18 0,1 [1,5*®  33% 158 1,5 (0,1)
ar 1,0°P 33 208 1,5 0,2) (1,0 30* 1,55 1,5 (0)
pro(SEM) "(0)  *(0,1) -(0) nz(0,1) (0,1)  nz(0,1) nz(0,1) **(0)

ek

kontrola — nosilci (olje, Skrob, sol) brez dodanega ekstakta; znacilnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv, “p < 0,01
statisti¢no visoko znacilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; py, statistiéna verjetnost vpliva nosilca rastlinskega ekstrakta; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (5 ©P) se

statisticno znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razlicnimi nosilci ekstrakta brinovih jagod); pro, statisti¢na verjetnost
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ab,c

vpliva nacina toplotne obdelave; vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko znotraj stolpca (™) se statisticno znacilno razlikujejo (p <0,05;
znacilnost razlik med nacini toplotne obdelave)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: *"p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly
statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; py,
statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*® ©P) differ significantly
(p £0.05, significance of differences between different plant extract carriers); pro, statistical probability of type of thermal treatment
effect; means with a different superscript within columns (per parameter) (> differ significantly (p < 0.05, significance of differences

Priloga C.19: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piScancev (n-3—obogatitev) in
razli¢nih nosilcev (kontrola, olje, Skrob, sol) ekstrakta brinovih jagod na instrumentalno izmerjeno
barvo in oksidacijo lipidov (TBK) na presnih ter senzori¢ne lastnosti na dvoploS¢nem Zaru pecenih
(temperatura plos¢ 220 °C, 5 min) piS¢ancéjih mini filejev, pakiranih v vakuum po devetdnevnem
skladi$¢enju pri temperaturi (4 1) °C

Annex C.19: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and different
juniper berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on instrumental colour values and lipid
oxidation (TBARSs) of raw, as well as sensory properties after roasting chicken inner fillets on two-
platted grill (plate temperature 220 °C, 5 min), on 9" day of storing at (4 £1) °C and vacuum packed

Parameter Obogatitev/nosilec kontrola olje Skrob sol PN(SEM)

L obi¢ajen 52,83 55,04 52,17 56,92 nz(3,51)
n-3 54,56 51,18 50,68 55,26 nz(3,16)
Pe(SEM) nz(4,16) nz(3,20) nz(1,79) nz(3,71)

a obiajen 2,08 1,44° 2,12° 1,22° nz(0,66)
n-3 2,37¢ 3,458 438 239% (0,38)
Pe(SEM) nz(0,72)  "(0,59)  "(0,45) "(0,32)

b obicajen 51348 6714 3,918 1,77°¢ “(1,21)
n-3 5,92 5,67 6,21 6,26 nz(1,13)
Pe(SEM) nz(1,10)  nz(0,88) nz(1,38) “(1,27)

tuji vonji obicajen 1,3 1,8 1,5 1,5 nz(0,18)
n-3 1,08 1,54 1,54 1,54 *(0)
Pe(SEM) nz(0,17)  nz(0,18) - -

Zarkost obicajen 1,0 1,0 1,0 1,0 -
n-3 1,0 1,0 1,0 1,0 -
Pe(SEM) - - - -

WOF obiajen 1,08 1,5 1,348 1,348 nz(0,17)
n-3 1,0 1,0° 1,3 1,0 nz(0,13)
Pe(SEM) - “(0) nz(0,25) nz (0,17)

tuje arome  obiajen 1,0°¢ 3,3 1,8" 2,0°8 (0,18)
n-3 1,5% 2,5% 2,08 1,5% *(0)
Pe(SEM) "(0) "(0,18)  nz(0,17) *(0)

TBK svezi  obiajen 0,22 0,20 0,17 0,19 1nz(0,00)
n-3 0,24 0,168 0,138 0,158 *(0,01)
Pe(SEM) nz(0,01)  1nz(0,03) nz(0,01) nz(0,02)

TBK TO obitajen 0,23 0,39 047" 0,4548 *(0,03)
n-3 0,48°8 0,76** 037" 0,418 (0,06)
Pe(SEM) “(0,02)  (0,05)  nz(0,03) nz(0,07)

)

kontrola — nosilci (olje, $krob, sol) brez dodanega ekstakta; znacilnost vpliva: ““p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv, “p < 0,01
statisti¢no visoko znacilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznadilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpredja; py, statistiGna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj vrstice (*® < P) se
statistino znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi nosilci ekstrakta brinovih jagod); pg, statistiCna verjetnost vpliva
n-3—obogatitve krme; vrednosti z razliéno nadpisano ¢rko znotraj stolpca (*°) se statistiéno znacilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik
med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi mini fileji)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: “"p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly
statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; py,
statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*® <) differ significantly
(p <0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers); pg, statistical probability of enrichment effect;
means with a different superscript within columns (per parameter) () differ significantly (p < 0.03, significance of differences between
control and n-3—enriched chicken inner fillets)
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Priloga C.20: Vpliv na¢ina pakiranja (modificirano in vakuumsko) na instrumentalno izmerjeno barvo
in oksidacijo lipidov (TBK) na presnih ter senzori¢ne lastnosti na dvoplos¢nem Zaru pecenih
(temperatura plos$¢ 220 °C, 5 min) obic¢ajnih in n-3—obogatenih pisc¢ancjih mini filejev, mariniranih z
ekstraktom brinovih jagod, vezanim na razli¢ne nosilce, po devetdnevnem skladis¢enju pri temperaturi
(4 £1)°C

Annex C.20: Effect of packing (modified and vacuum) on instrumental colour values and lipid oxidation
parameter (TBARs) of raw, as well as sensory properties after roasting on two-platted grill (plate
temperature 220 °C, 5 min) of control and n-3—enriched chicken inner fillets, marinated with juniper
berries extract bounded on different carriers, after 9 days of storing at (4 £1) °C

Obogatitev obic¢ajen n-3
Parameter pakiranje kontrola olje Skrob  sol kontrola olje Skrob  sol
L MAP 56,98 53,39 5587 5634 [54,56 51,65 49,94 5224
VP 52,83 55,04 52,17 56,92 [5456 51,18 50,68 5526
pe(SEM)  nz(3,79) nz(3,63) nz(2,80) nz(3,03)|nz(4,86) nz(3,93) nz(1,14) nz(3,67)
a MAP 0,96 1,32 037° 0,73 2,57 1,30 0,63°  0,20°
VP 2,08 1,44 2,12° 1,22 2,37 345" 438 239
pr(SEM)  nz(0,88) nz(0,84) “(0,78) nz(0,58)|nz(0,21) (0,71) "70,54) (0,18)
b MAP 786 6,63 4,97 6,81° |8,02 6,67 7,24 7,85
VP 513 6,71 3,91 1,77°  |5,92 5,67 6,21 6,26
pe(SEM)  "(1,54)  nz(1,01) nz(2,13) “(1,46) |nz(1,96) nz(0,76) nz(1,47) nz(1,09)
tuji vonji ~ MAP 1,0 2,0 1,3 1,3 1,3 1,5 1,3 1,0°
VP 1,3 1,8 1,5 1,5 1,0 1,5 1,5 1,5
pe(SEM)  -(0,18) 1nz(0,2) nz(0,2) nz(0,2) |nz(0,2) - nz(0,2)  “(0)
sarkost MAP 1,0 1,3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
VP 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
po(SEM) - nz(0,2) - - - - - -
WOF MAP 1,0 1,3 1,0 1,0 1,0 2,5 1,0 1,0
VP 1,0 1,5 1,3 1,3 1,0 1,0° 1,3 1,0
pe(SEM) - nz(0,2) 1nz(0,2) nz(0,2) |- 0)  nz(0,2) -
tuje arome MAP 1,0 3,3 2,0 1,5° 1,0 3,0° 1,5° 1,5
VP 1,0 3,3 1,8 2,0° 1,5° 2,5 2,0° 1,5
pr(SEM) - nz(03) 002 'O |70 o o -
TBK svezi MAP 038 036 0,21 0,25 0,30 043" 023" 021
VP 0,22° 0,20° 0,17 0,19 0,24 0,16° 0,13 0,15
pe(SEM)  7(0,02)  *(0,03) nz(0,03) nz(0,02)|°(0,01)  “(0,01) *(0,02) nz(0,02)
TBKTO MAP 0,19 0,31 033°  032° |0.36° 028" 0,32 0,34
VP 0,23 039 047 045 |048° 0,76 0,37 0,41
pr(SEM)  nz(0,02) nz(0,03) (0,02) “(0,02) |*(0,02)  *(0,03) nz(0,04) nz(0,09)

ek

kontrola — nosilci (olje, Skrob, sol) brez dodanega ekstakta; znacilnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv, “p < 0,01
statisti¢no visoko znacilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpre&ja; py, statistiéna verjetnost vpliva pakiranja; vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj stolpca (**) se statisti¢no znagilno
razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med nacini pakiranja)
without - carrier (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: ™p < 0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly
statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pp,
statistical probability of packing effect; means with a different superscript within columns (per parameter) () differ significantly (p <
0.05, significance of difference between MAP and VP packing).



Penko A. Vpliv rastlinskih ekstraktov na zmanjSanje vsebnosti ...heterocikli¢nih aminov in oksidov holesterola... pis¢an¢jem mesu.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Priloga C.21: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piScancev (n-3—obogatitev) in
razliénih nosilcev (konotrola, olje, Skrob, sol) ekstrakta brinovih jagod na vsebnost posameznih in
skupnih oksidov holesterola (OH) in holesterola (mg/kg) ter obseg oksidacije (%) v mariniranih presnih
vakuumsko pakiranih pis¢ancjih mini filejih po devetdnevnem skladi$¢enju pri temperaturi (4 £1) °C
Annex C.21: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and different
juniper berries extract carriers (without, oil, starch and salt) on content of individual and total
cholesterol oxides (OH) and cholesterol (mg kg') as well as rate of oxidation (%) of marinated raw
chicken inner fillets after 9 day of storing at (4 £1) °C and vacuum packed

OH Obogatitev/nosilec  kontrola olje $krob sol Pnx (SEM)

7a-HC obigajen 8,05% 6,95° 6,318 14,55 *(0,48)
n-3 5,208 7,64° 8,820 2,519 *(0,33)
Ppe(SEM) *(0,34)  nz(037)  “(0,38)  "(0,52)

7B-HC obi¢ajen 8,14% 5,71%8 3,90d® 4,62 (0,29)
n-3 3,338 6,50 10,57 1,19% (0,32)
pe(SEM) *(0,31)  *(0,31) “0,40)  "(0,17)

200-HC obicajen 0,12 0,37 0,46™ 1,13 “*(0,03)
n-3 0,79 0,208 0,00d® 0,07°8 (0,02)
pe(SEM) *(0,03)  (0,01)  "(0,02)  (0,04)

22-HC obi¢ajen 6,458 6,81° 4,40 0,20°8 (0,26)
n-3 8,57 6,84° 2,804" 5,624 *(0,32)
Ppe(SEM) “(0,38)  nz(0,34)  "(0,18)  (0,20)

25-HC obicajen 2,524 0,698 0,22°% 0,18% “(0,07)
n-3A 0,86 10,04*4  2,32% 0,12 *(0,26)
pe(SEM) *(0,09)  (0,36)  "(0,08)  (0,01)

skupni HO obicajen 2529*  20,52°8 1529 20,68  *(1,04)
n-3 18,758 31,22 2450 9,50 “(1,12)
Ppe(SEM) (L1 (1,32) 0 t(1,02)  (1,80)

oksidacija (%) obiGajen 3,04% 2,638 1,88d" 2,75% **(0,00)
n-3 2,348 3,80% 3,08% 1,24 **(0,00)
pe(SEM) *(0,00)  "(0,00)  "*(0,00)  (0,00)

holesterol obicajen 807,82 759,42 798,53 730,59 nz(38,74)
n-3 781,34 790,62 770,41 755,47 nz(38,73)
Pe(SEM) nz(39,73) nz(38,76) 1nz(39,23) nz(37,16)

kontrola — nosilci (olje, 8krob, sol) brez dodanega ekstakta; znacilnost vpliva: *“p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znaéilen vpliv, “p < 0,01
statisti¢no visoko znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; pg, statisti¢na verjetnost
vpliva n-3—obogatitve krme; vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj stolpca (*°) se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p <0,05; zna&ilnost
razlik med obi¢ajnimi mini fileji in #n-3—obogatenimi mini fileji); py, statistiCna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod;
vrednosti z razli¢no nadpisano &érko znotraj vrstice (*® ©P) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znaéilnost razlik med razliénimi
nosilci ekstrakta brinovih jagod)
without — carrier (oil, starch, salt) without extract;levels of significance: *""p < 0.001 very highly statistically significant, "p < 0.01 highly
statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; pg, statistical probability of enrichment
effect; means with a different superscript within columns (*°) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between control
and n-3—enriched chicken inner fillets) py, statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript
within rows (*® P) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between different juniperus berries extract carriers)
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Priloga C.22: Vpliv na¢ina pakiranja (modificirano in vakuumsko) na vsebnost posameznih in skupnih
oksidov holesterola (OH) in holesterola (mg/kg) ter obseg oksidacije (%) v presnih mariniranih mini
filejih piScancev, krmljenih z dodatkom mletega lanenega semena (n-3—obogatitev) in brez dodatka
(obicajen), po devetdnevnem skladis¢enju pri temperaturi (4 1) °C

Annex C.22: Effect of packing (modified and vacuum) on content of total cholesterol oxides (OH) and
cholesterol (mg kg™) as well as rate of oxidation (%) of raw marinated chicken inner fillets, originated
from chicken fed with ground whole flaxseed (n-3 enriched) and without (control), after 9 days of

storing at (4 1) °C
Obogatitev obic¢ajen n-3
OH Nosilec/pakiranje kontrola olje Skrob sol kontrola olje Skrob  sol
70-HC ~ MAP 533 426" 3,92  000° [6,85  25,59° 5,85° 23,58
VP 8,05° 6,95  6,31° 14,55 |520°  7,64° 8,82° 2,51°
pr(SEM) “(0,34)  “(0,29) (0,26) *(0,51) |"(0,30) 7(0,94) *(2,14) (6,43)
7B-HC  MAP 6,37°  5591°  2722°  1022° [6,66°  87,49° 3,33° 18,94
VP 8,14 5,71° 3,900 4,62° 3,33 6,50° 10,57 1,19°
Pr(SEM) "(0,37)  "(1,99) *(0,97) *(0,40) ["(0,26) *(3,10) *(0,88) *(0,67)
200-HC MAP 0,08°  1,93° 348 1,34°  0,62°  0,61° 028 1,14°
VP 0,12°  037° 046 1,13* 0,79 0,20°  0,00° 0,07°
pr(SEM) “(0,01) *(0,07) "(0,12) *(0,06) |7(0,71) *7(0,02) *(0,16) *(0,04)
22-HC  MAP 0,69° 659"  0,80° 13,10 |5,34° 12,02°  13,74° 14,09°
VP 6,45 6,81 4,40 0,20° 8,57 6,84° 280" 562°
Pr(SEM) "(0,23) nz(0,34) "(0,16) ™(0,46) ["(0,36) “(0,49) *(3,47) *(0,54)
25-HC  MAP 0,58° 16,06  1,87° 22,29 10,00° 11,57 0,95  0,88°
VP 2,52° 0,69 022° 0,18  [0,86° 10,04 232°  0,12°
pr(SEM) *(0,09) '(0,57) ""(0,07) *(0,79) |""(0,03) *(0,54) *(0,85) *(0,03)
skupni ~ MAP 13,06°  84,76° 37,30 46,95 [1947° 137,28 24,15* 58,62°
OH VP 2529 20,52°  1529° 20,68° [18,75*° 31,22° 24,50 9,50°
pp(SEM) "(1,01)  "(3,08) "™(1,43) "(1,81) [nz(0,96) '(4,98) nz(5,59) *(2,10)
oksidacija MAP 1,77° 9,60  4,40°  592*  [2,58° 1421 3,00° 6,56
(%) VP 3,040 2,63 1,88° 2,75  [2,34®  380° 3,080 1,24°
pr(SEM) *(0,00) (0,00) *7(0,00) *(0,00) [*(0,00) **(0,00) nz(0,60) *(0,00)
holesterol MAP 7266  797,7  811,1 7456 |736,7 8288  778,1 8344
VP 8078 7594 7985  730,6 |7813  790,6 7704 7555
pp(SEM) nz(38,41) nz(38,94) nz(40,24) nz(36,91)|nz(37,97) nz(40,50) nz(46,3) nz(39,80)

MAP — pakiranje v modificirano atmosfero; VP — vakuumsko pakiranje; kontrola — nosilci (olje, $krob, sol) brez dodanega ekstakta;

ok

znacilnost vpliva:

“p 0,001 statisti¢no zelo visoko zna¢ilen vpliv, “'p < 0,01 statistiéno visoko znaéilen vpliv, “p < 0,05 statistiéno

znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; pp, statistiCna verjetnost vpliva pakiranja;
vrednosti z razli¢no nadpisano érko znotraj stolpca (*) se statistiéno znagilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med naéini pakiranja)
MAP — modified atmosphere packing; VP — vacuum packing; control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance:

Hkk

'p <0,001 very highly statistically significant, “p < 0,01 highly statistically significant, p < 0,05 statistically significant, nz — p > 0.05

statistically not significant; SEM, standard error of mean; pp, statistical probability of packing effect; means with a different superscript
within columns (*°) differ significantly (p < 0.05, significance of difference between MAP and VP packing)
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Priloga C.23: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piScancev (n-3—obogatitev) in
razli¢nih nosilcev (kontrola, olje, Skrob, sol) ekstrakta brinovih jagod na vsebnost kreatina, kreatinina
in skupnega kreatina (mMol/kg) v presnih mariniranih vakuumsko pakiranih pis¢anc¢jih mini filejih po
devetdnevnem skladiS¢enju pri temperaturi (4 1) °C

Annex C.23: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and different
juniper berries extract carriers on content of creatine, creatinine and total creatine (mMol kg”) of raw
marinated chicken inner fillets after 9 days of storing in vacuum and at temperature of (4 1) °C

Parameter Obogatitev/nosilec  kontrola olje $krob sol Pnx (SEM)

kreatin obicajen 9,848 9,68" 9,60° 10,90 *(0,50)
n-3 10,38 10,49 9,95 10,13 nz(0,51)
Pe(SEM) nz(0,02) nz(0,02) nz(0,49) nz(0,03)

kreatinin obiajen 0,465 0,468 0,448 0,52* "(0,02)
n-3 0,49 0,48 0,46 0,49 nz(0,02)
Pe(SEM) nz(0,53)  nz(0,53) nz(0,51) nz(0,55)

skupni kreatin  obigajen 10,31% 10,14%  10,04®  11,42*%  *(0,52)
n-3 10,87 10,97 10,41 10,62 nz(0,54)
Pe(SEM) nz(0,51) 1nz(0,50) 1nz(0,02) 1nz(0,53)

kontrola — nosilci (olje, $krob, sol) brez dodanega ekstakta; zna&ilnost vpliva: p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no
neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; py, statisticna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z
razli¢no nadpisano &rko znotraj vrstice (*® ©P) se statisti¢no znacilno razlikujejo (p <0,05; zna¢ilnost razlik med razliénimi nosilci
ekstrakta brinovih jagod); pg, statistiéna verjetnost vpliva n-3—obogatenja krme; vrednosti z razliéno nadpisano ¢rko znotraj stolpca (*°) se
statistino znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi pis¢ancjimi mini fileji)
control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not
significant; SEM, standard error of mean; py, statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different
superscript within rows (* 5 < P) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between different juniper berries extract
carriers); pg, statistical probability of enrichment effect; means with a different superscript within columns (*°) differ significantly (p <
0.05, significance of differences between control and n-3—enriched chicken inner fillets)

Priloga C.24: Vpliv nacdina pakiranja (modificirano in vakuumsko) na vsebnost kreatina, kreatinina in
skupnega kreatina (mMol/kg) v presnih obi¢ajnih in n-3—obogatenih pis¢ancjih mini filejih, mariniranih
z ekstraktom brinovih jagod, vezanih na razli¢ne nosilce (kontrola, olje, Skrob, sol), po devetdnevnem
skladi$¢enju pri temperaturi (4 1) °C

Annex C.24: Effect of packing (modified and vacuum) on content of creatine, creatinine and total
creatine (mMol kg") of raw marinated chicken inner fillets, control and n-3 enriched, marinated with
juniper berries extract bounded on different carriers (without, oil, starch, salt), after 9 days of storing at
(4 1) °C

Obogatitev obicajen n-3
Parameter  Pakiranje/nosilec kontrola olje Skrob  sol kontrola olje Skrob  sol
kreatin MAP 9,49 8,46° 9,34° 10,86 |8,49 835" 8,18 9,84
VP 9,84 9,60 10,38* 9,95 9,68 10,90° 10,49 10,13
pr(SEM) nz(0,48) (0,46) "(0,45) "(0,49) |nz(0,49) *'(0,47) nz(0,52) nz(0,50)
kreatinin MAP 0,46 039° 045"  0,52° 0,39 039° 039" 045
VP 0,46 0,44* 049°  046° 0,46 0,52 048 049
pp(SEM) nz(0,02) (0,02) “(0,02) *(0,02) |nz(0,02) *(0,02) "(0,02) nz(0,02)
skupni kreatin MAP 9,96 8,85 9,79 11,38 8,88 8,73 8,57 10,29
VP 10,31  10,04* 10,87 10,41 10,14 11.42* 10,97 10,62
Ppr(SEM) nz(0,51) “(0,48) nz(0,47) nz(0,51) |nz(0,52) "(0,49) nz(0,55) nz(0,52)

MAP — pakiranje v modificirano atmosfero; VP — vakuumsko pakiranje; kontrola — nosilci (olje, $krob, sol) brez dodanega ekstakta;
znadilnost vpliva: “p < 0,01 statisti¢no visoko znagilen vpliv, ‘p < 0,05 statisti¢no znaéilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznaéilen vpliv;
SEM, standardna napaka povpreja; pp, statistiéna verjetnost vpliva pakiranja; vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj stolpca (*°) se
statisti¢no znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med nacini pakiranja)

MAP — modified atmosphere packing; VP — vacuum packing; control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance:
“p <0.01 highly statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz — p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of
mean; pp, statistical probability of packing effect; means with a different superscript within columns (per parameter) (a, b) differ
significantly (p < 0.05, significance of difference between MAP and VP packing)
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Priloga C.25: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piScancev (n-3—obogatitev) in
razliénih nosilcev (kontrola, olje, Skrob, sol) ekstrakta brinovih jagod na vsebnost posameznih in
skupnih HAA (ng/kg) v vakuumsko pakiranih mariniranih pis¢andjih mini filejih, pecenih na
dvoplos¢nem Zaru, po devetdnevnem skladis¢enju pri temperaturi (4 1) °C

Annex C.25: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and different of
juniper berries extract carriers on content of individual and total HAA (ng kg”) of vacuum packed
marinated chicken inner fillets thermally treated on two-plated grill after 9 days of storing at
temperature of (4 £1) °C

HAA Obogatitev/nosilec  kontrola olje Skrob sol Pnx (SEM)

AaC obicajen 0 0 0 0 -(0)
n-3 0 0 0 0 -(0)
Pe(SEM) <0 <0 -(0) -(0)

4,8-DiMelQ  obigajen 234 8" 26" 12° “(6)
n-3 14* 5B 3¢ 9B “3)
pe(SEM) nz(8) nz(l) () nz(2)

7,8-DiMelQ  obicajen 134 6° g8 13%4 (1)
n-3 1ObA 7BC SbC 9bAB **(1)
Pe(SEM) IO O NN ) ()

Glu-P-2 obicajen 1254 768 75 1394 "(18)
n-3 974 86" 5408 45 )
Pe(SEM) nz23) ‘@ e @

harman obidajen 8348 9B 1344 5B (57)
n-3 4 5 4° 5 nz(1)
Pe(SEM) nz(71)  TT©0)  T7(5)  nz(l)

1Q obicajen 0 0 0 0 -(0)
n-3 0 0 0 0 -(0)
Pe(SEM) (0 -(0) -(0) -(0)

MelQ obiajen 221% 118 143" 206"  T(27)
n-3 114% 93 63 54°C (10)
Pe(SEM) 22 9 "5 (36)

MelQx obiajen 6124 270°C 362" 665 TT(48)
n-3 5234 402*8 256" 388"B  %(79)
Pe(SEM) nz(89) (33 @27 T(56)

norharman  obiGajen 2414 1518 164®® 2584 "T(26)
n-3 2454 158° 126" 135" (26)
Pe(SEM) nz(41)  nz(6) (8) 15)

PhIP obiajen 4926™  2458°C  3302°®  4541°* "(442)
n-3 3608°%  2762*B  1650°C  2018°¢  "(374)
Pe(SEM) *(656) (114) - TT(A72)  TT(148)

vsota obiZajen 6249**  3096° 4215 5845 "(413)
n-3 4615%  3526%  2161°¢  2665°F  *'(494)
pe(SEM) *(695) "(158)  (215)  T(207)

ek

kontrola — nosilci (olje, Skrob, sol) brez dodanega ekstakta; znacilnost vpliva: “"p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv, “p < 0,01
statisti¢no visoko znacilen vpliv, p < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka
povpre&ja; py, statistiéna verjetnost vpliva nosilca ekstrakta brinovih jagod; vrednosti z razliéno nadpisano érko znotraj vrstice (* <) se
statistiCno znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razlicnimi nosilci ekstrakta brinovih jagod); pe, statistiCna verjetnost vpliva
n-3—obogatitve krme; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj stolpca (*°) se statistiéno zna¢ilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik
med obicajnimi in n-3—obogatenimi pi§¢ancjimi mini fileji)
control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance: *“"p < 0,001 very highly statistically significant, "p < 0,01
highly statistically significant, p < 0,05 statistically significant, nz —p > 0.05 statistically not significant; SEM, standard error of mean; px,
statistical probability of juniper berries extract carriers effect; means with a different superscript within rows (*® ©P) differ significantly
(p £0.05, significance of differences between different juniper berries extract carriers); pg, statistical probability of enrichment effect;
means with a different superscript within columns (**) differ significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—
enriched chicken inner fillets)
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Priloga C.26: Vpliv na¢ina pakiranja (modificirano in vakuumsko) na vsebnost posameznih in skupnih
HAA (ng/kg) v obicajnih in n-3—obogatenih piS¢andjih mini filejih, mariniranih z ekstraktom brinovih
jagod, vezanim na razlicne nosilce (kontrola, olje Skrob, sol), pecenih na dvoplosénem Zaru po
devetdnevnem skladiS¢enju pri temperaturi (4 £1) °C

Annex C.26: Effect of packing (modified and vacuum) on content of individual and total HAA (ng kg™)
of control and n-3 enriched chicken inner fillets, marinated with juniper berries extract bounded on
different carriers (without, oil, starch, salt) and thermally treated on two-plated grill, after 9 days of
storing at (4 1) °C

Obogatitev obicajen n-3
HAA Nosilec/pakiranje kontrola olje  $krob sol kontrola olje  Skrob sol
AaC MAP 0 0 0 0 0 0 0 0
VP 0 0 0 0 0 0 0 0
pp(SEM) -(0) -0 -0 -9 -(0) -0 - -0
4,8-DiMelQ MAP 7B 7 12 11 68 2 7 1B
VP 234 8 268 12 144 5 3 ot
Pr(SEM) (D nz(0) Q) nz(h) ['G)  nz2) nz3) (2
7,8-DiMelQ MAP 78 6 94 10° 78 8 94 39
vP IR S A |
Pp(SEM) D nz0) O (@D €)) nz(l) (2)  nz((16)
Glu-P-2  MAP 64" 568 96 1098 [43B 718 69 42
VP 1254 76% 75 1394 974 86" 54 45
Pr(SEM) "2 TG '® (710 T(3)  nz(13) nz(2)
harman MAP 8 61* 7° 124 4 3 6 134
VP 83 9% 134 5P 4 5 4 5B
Pr(SEM) nz(7) @) ) (@) |nz2)  nz2) nz2) (1)
IQ MAP 0 0 0 0 0 0 0 0
VP 0 0 0 0 0 0 0 0
Pp(SEM) -(0) -0 -0 -0 -(0) () I () ()]
MelQ MAP 4734 1354 154 100° 538 1145 79 84"
VP 2218 118% 143  206* 1144 93 63 548
Pr(SEM) ‘a2 ) nz6) ‘36 |71 ‘(9  nz(12) ")
MelQx MAP 4162 256 585" 569 315 341 487% 952
VP 612 270 362® 665 523 402 256% 388%
pp(SEM) Y(54)  nz(13) 77(18) nz(55) |nz(107) nz(32) T(49) "(19)
norharman MAP 1638 105% 254% 186" 1238 1438 171 16°
VP 241% 1S1% 164 238" jpash15B 1267 135t
Pp(SEM) (32) © 18 (7D (33) (3) ay (1s)
PhIP MAP 28298 2036° 3913" 3518% [2230% 2373 2661 1914
VP 4926 2458* 33028 45414 |3608* 2762" 1650° 2018
pp(SEM) (544) "(113) T(131) 7T128) |(499)  T(79) “T(136) nz(148)
vsota MAP 3968°%  2668° 5032* 4516° [2782°% 3055 3491% 3064
VP 6249%  3096" 42158 5845  |4615%  3526% 2161% 2665
pp(SEM) N(516) "(145) T(166) 7(155) |"(665)  T(119) (183) nz(184)

MAP — pakiranje v modificirano atmosfero; VP — vakuumsko pakiranje; kontrola — nosilci (olje, skrob, sol) brez dodanega ekstakta;

znatilnost vpliva: ““p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znailen vpliv, “p < 0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv, p < 0,05 statisti€no
znacilen vpliv, nz — p > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; pp, statistina verjetnost vpliva pakiranja;

vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj stolpca (*°) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med naini pakiranja)
MAP — modified atmosphere packing; VP — vacuum packing; control — carriers (oil, starch, salt) without extract; levels of significance:
“p <0.001 very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, p < 0.05 statistically significant, nz —p > 0.05
statistically not significant; SEM, standard error of mean; pp, statistical probability of packing effect; means with a different superscript

within columns (per parameter) (a, b) differ significantly (p < 0.05, significance of difference between MAP and VP packing)



Penko A. Vpliv rastlinskih ekstraktov na zmanjSanje vsebnosti ...heterocikli¢nih aminov in oksidov holesterola... pis¢an¢jem mesu.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Priloga D: Sklop IV: Razli¢ni aerobni pogoji v embalaZzni enoti in njihov vpliv na tvorbo
produktov oksidacije in HAA v komercialnih piS¢anc¢jih sekljancih, obogatenih z n-3 VNMK

Annex D: Part IV: Different aerobic conditions in a packaging unit and their influence on the
formation of oxidation products and HAA in commercial chicken patties, enriched with n-3
PUFA

Priloga D.1: Vpliv dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-3—obogatitev) in sestave
atmosfere v embalaZni enoti med osemdnevnim skladiS¢enjem pri temperaturi (4 £1) °C na vsebnost
holesterola, posameznih in skupnih oksidov holesterola (OH, mg/kg) po pecenju na dvoplosénem Zaru
Annex D.1: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and different
package-atmosphere conditions during 8 days of storing at (4 £1) °C on content of cholesterol and
cholesterol oxides (OH, mg kg™) of chicken patties, thermally treated at two-plated grill

Parameter Obogatitev Atmosfera v embalaznih enotah Pr (SEM)
MAP-hCO, WF-ICO, MAP-hO, MAP-1O,

7a-HC obiajen 0,865<° 1,908 13,89% 0,12¢° “*(1,09)
n-3 1,258¢ 2,965 14,434 0,65 “(1,71)
pe(SEM)  "(0,17) " (0,48) nz(2,79) " (0,09)

7B-HC obicajen 1,718 3,685 27,844 0,28%° " (2,21)
n-3 2,51B¢ 5,908 28,874 1,30 “ (3,44)
pe(SEM) " (0,37) " (0,90) nz(599) " (0,21)

200-HC obicajen 1,745 3,445 27,744 0,365 **(2,05)
n-3 2,418¢ 5,8852 28,844 1,32 " (3,40)
pe(SEM)  *(0,38) " (0,88) nz (5,925) " (0,26)

22-HC obicajen 0,838 1,785 14,59* 0,195 “(1,37)
n-3 1,195 2,958 14,434 0,705 “(1,74)
pe(SEM) " (0,15) " (0,45) nz(3,12) " (0,16)

25-HC obicajen 0,785 1,765 14,704 0,125 **(1,35)
n-3 1,278¢ 3,008 14,454 0,59 = (1,72)
pe(SEM) ™ (0,24) ™ (0,44) nz(3,08) " (0,18)

skupni OH  obiajen 5,915 12,8350 97,314 1,08 " (7,49)
n-3 8,635 20,695 101,02* 4,56 “(12,1)
pe(SEM) " (1,24) " (3,17) nz (20,2) " (0,76)

holesterol ~ obiGajen 573,344 567,46% 493,948 578,36 *(95,1)
n-3 570,35 562,904 497,348 577,924 “*(12,8)
Pe(SEM) nz (3,62) nz (8,83) nz (19,2) nz (4,73)

MAP-hCO,, veliko CO,; WF-1CO,, zavijanje v folijo, prepustno za zrak; MAP—hO,, veliko O,; MAP—10,, malo O,; znacilnost vpliva:
" < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv, “p < 0,01 statisti¢no visoko zna&ilen vpliv, p < 0,05 statistino znacilen vpliv, nz —

p > 0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; SEM, standardna napaka povprecja; pp, statistiCna verjetnost vpliva atmosfere v embalazni enoti; pg,
statistiGna verjetnost vpliva n-3—obogatenja krme; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (* ® > F) se statisti¢no znacilno
razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razlicnimi atmosferami v embalazni enoti); vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko znotraj stolpca
(*) se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p <0,05; zna¢ilnost razlik med obi¢ajnimi in n-3—obogatenimi sekljanci)

MAP-hCO,, high CO,; WF-1CO,, wrapping, air permeable; MAP—hO,, high O,; MAP-10,, low O,; levels of significance: *'p < 0.001
very highly statistically significant, “p < 0.01 highly statistically significant, "p < 0.05 statistically significant, nz —p > 0.05 statistically
not significant; SEM, standard error of mean; pp,statistical probability of package-atmosphere composition effect; pg, statistical probability
of enrichment effect; means with a different superscript within rows (*® ¢ P¥) differ significantly (p < 0.05, significance of differences
between different package-atmosphere conditions); means with a different superscript within columns (per parameter) (*°) differ
significantly (p < 0.05, significance of differences between control and n-3—enriched patties).
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Priloga D.2: Vpliva dodatka mletega lanenega semena v prehrano piS¢ancev (n-3—obogatitve mesa) in
sestave atmosfere v embalazni enoti med osemdnevnim skladiS¢enjem pri temperaturi (4 £1) °C na
vsebnost prekurzorjev HAA (mMol/kg) presnih sekljancev ter vsebnost posameznih in skupnih HAA
(ug kg™) po peéenju sekljancev na dvoplo$¢nem Zaru
Annex D.2: Effects of ground whole flaxseed addition in chicken feed (n-3 enriched) and different
package-atmosphere conditions during 8 days of storing at (4 1) °C on content of HA precursors
(mMol kg") in raw, as well as individual and total HAA content (ug kg ") of chicken patties, thermally

treated at two-plated grill

Atmosfera v embalaznih enotah

Parameter Obogatitev MAP-hCO, WF-1CO, MAP-hO, MAP-10, pp(SEM)

kreatin obi¢ajen  5,60° 6,10* 6,54" 5,26" *(0,41)
n-3 5,838 5,76° 6,75% 5,408 " (0,57)
pe(SEM)  nz(0,54) nz (0,54) 1z (0,33) nz(0,45)

kreatinin obicajen 0,47 0,52 0,52 0,49 nz (0,14)
n-3 0,53 0,46 0,57 0,48 nz (0,16)
pe(SEM)  nz(0,13) nz (0,13) 1z (0,000 nz(0,01)

skupni kreatin obicajen  6,07° 6,62* 7,06* 5,758 * (0,46)
n-3 6,36° 6,218 7,324 5,888 " (0,60)
pe(SEM)  nz(0,59) nz (0,58) nz(0,35) nz(0,46)

MelQ obiajen  0,196"" 0,379* 0,031% 0,305"B nz (0,379)
n-3 0,531 0,199 0,060 0,151 nz (0,723)
pe(SEM)  nz(0,979)  nz(0,302) nz (0,059) nz(0,367)

MelQx obi¢ajen  6,116" 3,303 0,8728 6,7174 *(5,302)
n-3 5,4894 2,946 1,394 5,390% " (4,222)
pe(SEM)  nz(5,588)  nz(3,703) nz(1,292) nz(5,910)

PhIP obidajen  4,100* 1,568*8 0,611 3,856"8 nz (4,155)
n-3 3,09148 1,3448 1,0698 5,1824 " (3,848)
pe(SEM)  nz(4,395) nz(1,432) nz(0,594) nz(5,979)

harman obiajen  2,194* 1,085% 1,469%B 21344 "(1,170)
n-3 1,5848 1,0628 1,3928 2,256 *(0,916)
pe(SEM)  nz(1,119)  nz(0,763) nz(0,521) nz(1,380)

norharman  obi¢ajen  2,560* 0,735%°  2,1334 2,4114 *(1,283)
n-3 2,008" 1,152 1,758%B 25504 ™ (1,120)
pe(SEM)  nz(1,395)  '(0,559) nz(0,558) nz(1,637)

4,8-DiMelQ  obiajen  0,400" 0,428%  0,085% 0,366 nz (0,373)
n-3 0,4314 0,195%* 0,119 0,33348 "(0,271)
pe(SEM)  nz(0,419)  "(0,291) nz(0,070) nz(0,332)

7,8-DiMelQ  obidajen 0,234 0,0758 0,093® 0,243% "(0,184)
n-3 0,333% 0,0498 0,097% 0,302% (0,221)
pe(SEM)  nz(0,266) nz(0,077) nz(0,050) nz(0,263)

Glu-P-2 obiajen  0,351*P 0,033 0,2095¢® 04254 *(0,272)
n-3 0,2954B 0,2195%  0,345%B2 04204 nz (0,238)
pe(SEM)  nz(0,269) " (0,127) nz(0,202) nz (0,346)

IQ obiajen  0,124* 0,042 0,049° 0,128* " (0,100)
n-3 0,152% 0,056° 0,0828 0,10248 *(0,089)
pe(SEM) nz(0,139) nz(0,638) nz(0,075) nz(0,089)

IQx obitajen  1,234* 0,209%°  0,9394B 15834 " (1,265)
n-3 0,738 0,892° 0,513 1,403 nz (1,376)
pe(SEM)  nz(1,587) ™ (0,638) nz(0,692) nz(1,729)

vsota obidajen 17,5094 7,856" 6,4928 18,170% ™ (5,067)
n-3 14,6515 8,115 6,831°¢ 18,1194 (4,104)
pe(SEM) " (3,897) nz (3,579) nz(2,741) nz(6,542)

Legenda: glej prilogo D.1; legend: see annex D.1
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Priloga E: Sestava medija in ostalih raztopin za gojenje celic HepG2 in raztopin pri testu komet

Annex E: The composition of the medium and solutions for growing cells HepG2 and in the Comet assay

Sestava medija za gojenje celic HepG2:

Sestavine Kolic¢ina (za 50 ml) Proizvajalec Kataloska Stevilka
Williams medij E 41 ml Sigma, ZDA W-1878
fetalni goveji serum (FBS) 7,5 ml PAA, Avstrija Al15-104
L-glutamin 1 ml PAA, Avstrija M11-010
penicilin/streptomicin 0,5 ml PAA, Avstrija P11-010

Sestava 0,1 % tripsina za odlepljanje celic HepG2:

Sestavine Koli¢ina (za 500 ml) Proizvajalec Katalo$ka Stevilka
tripsin 05¢g Sigma, ZDA T-4174
EDTA 0,05¢g Sigma, ZDA E5134-500G
NaCl 4¢g Merck, Nemcija 1.06404

KCl 0,2g Fluka, NEm¢ija 60130
D-glukoza monohidrat 05¢g Sigma-Aldrich, Nemc¢ija 16301
NaHCO; 042 ¢g Sigma-Aldrich, Nemc¢ija S5761
destilirana voda 500 ml

Raztopina za alkalno lizo celic (pH 10):

Sestavine Koli¢ina (za 300 ml) Proizvajalec Kataloska Stevilka
NaCl 4392 ¢ Merck, Nemcija 1.06404
EDTA 11,16 g Sigma, ZDA E5134-500G
tris 0,36 g Merck, Nemcija 1.08382
destilirana voda dodamo 300 ml

Triton-X 100 3 ml Fluka, Nemcija 93420

Pufer za elektroforezo (pH 13):

1 % Triton-X 100 dodamo tik pred uporabo

Sestavine Koli¢ina (za 1000 ml) Proizvajalec Kataloska $tevilka
10 M NaOH 30 ml Merck, Nemdija 1.06482
0,2 M EDTA 5ml Sigma, ZDA E5134-500G
destilirana voda 965 ml

Pufer za nevtralizacijo (pH 7,5):
Sestavine Koli¢ina (za 300 ml) Proizvajalec KataloSka Stevilka
tris 14,532 ¢ Merck, Nemcija 1.08382
destilirana voda dodamo 300 ml
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